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Η παρούσα διδακτορική διατριβή, ασχολήθηκε με ένα εύρος θεμάτων και ερευνητικών ερωτημάτων της 
βιοπληροφορικής, τα οποία είχαν κοινό παρονομαστή την μεθοδολογία υπολογιστικής ανάλυσης 
βιολογικών δεδομένων και την προσπάθεια εντοπισμού των παραγόντων που εμπλέκονται στην 
αιτιολογία πολυπαραγοντικών ασθενειών. Ειδικότερα, χρησιμοποιήθηκαν δεδομένα από γονιδιακούς 
πολυμορφισμούς (SNPs) και η συσχέτιση τους με ασθένειες, δεδομένα γονιδιακής έκφρασης για τη 
διευρεύνηση του τρόπου που αυτά επηρεάζουν τις ασθένειες, και τέλος, πραγματοποιήθηκε ανάλυση 
πολύπλοκων βιολογικών δικτύων που αφορούν τη μοριακή βάση ασθενειών, ενσωματώνοντας 
δεδομένα από πολλαπλές πηγές. Αρχικά, χρησιμοποιήθηκε η μεθοδολογία μετα-ανάλυσης γενετικών 
δεδομένων για τη διερεύνηση της συσχέτισης γονιδιακών πολυμορφισμών με ασθένειες. 
Πραγματοποιήθηκε μετα-ανάλυση που είχε ως στόχο τη διερεύνηση των πολυμορφισμών του γονιδίου 
CD24 με τον κίνδυνο εμφάνισης της σκλήρυνσης κατά πλάκας, μετα-ανάλυση των πολυμορφισμών του 
γονιδίου FZD3 με τον κίνδυνο εμφάνισης της σχιζοφρένειας και μετα-ανάλυση με στόχο τη διερεύνηση 
του ρόλου των γενετικών πολυμορφισμών του συστήματος ρενίνης-αγγειοτενσίνης σε νεφρικές 
ασθένειες. Στη συνέχεια, η μελέτη εστίασε στα δεδομένα γονιδιακής έκφρασης και τον τρόπο που αυτά 
εμπλέκονται σε ασθένειες. Πραγματοποιήθηκε μια εκτενής ανασκόπηση των στατιστικών μεθόδων που 
έχουν προταθεί για τον εντοπισμό διαφορικώς εκφρασμένων γονιδίων από ανάλυση και μετα-ανάλυση 
μικροσυστοιχιών DNA. Υλοποιήθηκαν, δυο μέθοδοι μετα-ανάλυσης βασισμένες στον έλεγχο t-test, ενώ 
προτάθηκε και μια πρωτότυπη παραλλαγή της μεθόδου η οποία εμφανίζει μια σειρά από 
πλεονεκτήματα. Οι παραπάνω μέθοδοι εφαρμόστηκαν προκειμένου να βρεθούν γονίδια που 
εμπλέκονται στο έμφραγμα του μυοκαρδίου. Επόμενος στόχος της διατριβής, ήταν η κατασκευή ενός 
ενοποιημένου μοντέλου που να χρησιμοποιεί δεδομένα από διαφορετικές πηγές προκειμένου να εξαχθεί 
ένα συμπέρασμα σχετικά με την εμπλοκή των γονιδίων σε ασθένειες. Χρησιμοποιώντας αξιόπιστα 
δεδομένα γενετικής συσχέτισης από διαφορετικές πηγές, δημιουργήθηκε ένα δίκτυο αλληλεπιδράσεων 
ανθρώπινων γονιδίων και ασθενειών, προκειμένου να διερευνηθούν οι συσχετίσεις μεταξύ των 
γενετικών ασθενειών του ανθρώπου και των γονιδίων που σχετίζονται με τις ασθένειες αυτές. Οι 
σημαντικές συσχετίσεις ασθενειών–ασθενειών που ανιχνεύθηκαν με κοινή γενετική βάση μπορούν να 
αποτελέσουν το θεμέλιο λίθο, στον οποίο θα στηριχθούν οι μελλοντικές προσπάθειες. Τέλος, 
κατασκευάστηκε και μελετήθηκε για πρώτη φορά στη βιβλιογραφία το δίκτυο μεταγωγής σήματος των 
ανθρώπινων υποδοχέων συζευγμένων με G-πρωτεΐνες (GPCRs) ώστε να διερευνηθεί η πιθανή 
συσχέτιση της δράσης των υποδοχέων αυτών με τον κίνδυνο εμφάνισης ασθενειών.  
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This PhD thesis dealt with a wide range of topics and research questions of bioinformatics, which had as 
a common denominator the computational methodology for analysis of biological data and the 
identification of factors involved in the etiology of multifactorial diseases. In particular, we dealt with 
data from gene polymorphisms (SNPs) and their association with diseases, with gene expression data 
and the way they affect disease formation, and finally, with the analysis of complex biological networks 
regarding the molecular basis of disease, incorporating data from multiple sources. Initially we used the 
methodologies of meta-analysis of genetic data in order to investigate the association of genetic 
polymorphisms with diseases. We conducted a meta-analysis in order to investigate the association of 
CD24 gene polymorphisms with the risk of multiple sclerosis, a meta-analysis of the FZD3 gene 
polymorphisms and the risk of schizophrenia and a meta-analysis to examine the role of genetic 
polymorphisms of the renin-angiotensin system in renal diseases. Afterwards, we studied gene 
expression data and the way they are involved in diseases. We conducted an extensive review of the 
statistical methods have been proposed for identifying differentially expressed genes for analysis and 
meta-analysis of microarray DNA. We implemented, two methods of meta-analysis based on t-test, and 
we proposed a novel variant which exhibits a number of advantages. These methods were employed in 
order to identify genes involved in myocardial infarction. The next goal of the thesis was to construct a 
unified model that uses data from different sources in order to draw conclusions on the involvement of 
genes in diseases. Using reliable genetic association data from different sources, a network of human 
genes and diseases interactions was created in order to investigate the relationships between the human 
genetic diseases and the genes associated with these diseases. Major disease-disease correlations 
detected by common genetic basis could constitute the foundation, on which future efforts could be 
directed. Finally, we constructed and studied for the first time in the literature the signal transduction 
system of human G-proteins coupled receptors (GPCRs) in order to investigate the possible association 
of action of these receptors with the risk of diseases. 
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1.1 Το Γενετικό Υλικό 
 
Το DNA (δεοξυριβονουκλεϊκό οξύ) είναι το γενετικό υλικό σχεδόν όλων των οργανισμών.  
Ανακαλύφθηκε πρώτη φορά το 1869 ενώ μόλις το 1944 αποδείχθηκε ότι είναι ο φορέας της γενετικής 
πληροφορίας (Lewin, 1990; Watson, 1987), και το 1953 βρέθηκε η ακριβής μοριακή δομή του.  Είναι 
πολυμερές και τα μονομερή του είναι τα δεοξυριβονουκλεοτίδια, σύνθετα μόρια που αποτελούνται από 
ένα σάκχαρο, την πεντόζη δεοξυριβόζη, μια φωσφορική ομάδα, και μια αζωτούχο βάση η οποία μπορεί 
να είναι μια εκ των τεσσάρων Αδενίνη (Α), Θυμίνη (Τ), Γουανίνη (G), ή Κυτοσίνη (C).  Επειδή η 
αζωτούχος βάση χαρακτηρίζει μονοσήμαντα το νουκλεοτίδιo οι όροι «βάση» και «νουκλεοτίδιo» 
χρησιμοποιούνται χωρίς διάκριση όταν αναφερόμαστε στο DNA (αλλά και στο RNA) (Watson, 1987). 
Τα νουκλεοτίδια ενώνονται το ένα με το άλλο με φωσφοδιεστερικό δεσμό. Ο δεσμός αυτός 
ενώνει το υδροξύλιο του 3΄ άνθρακα της πεντόζης του πρώτου νουκλεοτιδίου με τη φωσφορική ομάδα 
που βρίσκεται στο 5΄ άνθρακα της πεντόζης του επόμενου νουκλεοτιδίου.  Ο δεσμός αυτός είναι 3’→5’ 
φωσφοδιεστερικός δεσμός και τα νουκλεοτίδια ενώνονται και σχηματίζουν μια αλυσίδα με κατεύθυνση 
5’→3’, διότι σε μια πολυνουκλεοτιδική αλυσίδα υπάρχει πάντα ελεύθερη φωσφορική ομάδα 
συνδεδεμένη στον 5΄ άνθρακα της πεντόζης του πρώτου νουκλεοτιδίου της και το τελευταίο 
νουκλεοτίδιό της έχει ελεύθερο το υδροξύλιο του 3’ άνθρακα (Alberts et al., 1994).  
Το μόριο του DNA σχηματίζει μια δεξιόστροφη διπλή έλικα η οποία αποτελείται από δυο 
αντιπαράλληλες αλυσίδες (κλώνους).  Το βήμα της έλικας είναι 10 ζεύγη βάσεων (σε μήκος 3.4 nm) και 
το ιδιαίτερο χαρακτηριστικό της, που προσδίδει στο DNA την ιδιότητά του ως γενετικό υλικό, είναι η 
συμπληρωματικότητα. Συγκεκριμένα, η διπλή έλικα σταθεροποιείται με δεσμούς υδρογόνου μεταξύ των 
συμπληρωματικών βάσεων, δηλαδή μεταξύ A-T σχηματίζονται δύο δεσμοί υδρογόνου και μεταξύ G-C 
τρεις δεσμοί (Alberts et al., 1994). 
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Εικόνα 1.1. Η δομή του γενετικού υλικού DNA. 
 
Το RNA (ριβονουκλεïκό οξύ) είναι το δεύτερο από τα νουκλεϊκά οξέα, περιέχει την αζωτούχο 
βάση Ουρακίλη (U) αντί της Θυμίνης (T) και έχει για σάκχαρο την πεντόζη ριβόζη αντί της 
δεοξυριβόζης.  Είναι πολύ μικρότερο σε μέγεθος από το DNA και απαντάται σε 4 τύπους: το mRNA, το 
tRNA, το rRNA και το snRNA.  Tο mRNA  (αγγελιοφόρο RNA) μεταφέρει τη γενετική πληροφορία για 
τη σύνθεση των πρωτεϊνών, το tRNA (μεταφορικό RNA) μεταφέρει τα απαραίτητα αμινοξέα που θα 
σχηματίσουν την πρωτεΐνη στα ριβοσώματα, το rRNA (ριβοσωμικό RNA) αποτελεί συστατικό των 
ριβοσωμάτων και το snRNΑ (μικρό-πυρηνικό RNA) καταλύει τη διαδικασία της ωρίμανσης του mRNA 
και συναντάται μόνο στα ευκαρυωτικά κύτταρα (Alberts et al., 1994). 
 
1.2 Το Κεντρικό Δόγμα της Μοριακής Βιολογίας – Γενετικός Κώδικας 
 
Τη λειτουργία του DNA ως γενετικού υλικού των οργανισμών αντικατοπτρίζει τέλεια το λεγόμενο 
Κεντρικό Δόγμα της Μοριακής Βιολογίας. Σύμφωνα με αυτό, το DNA αντιγράφεται με τη βοήθεια 
πολλών ενζύμων (DNA πολυμεράση, ελικάση, δεσμάση κλπ) σε μια διαδικασία που χαρακτηρίζεται ως 
ημισυντηρητικός διπλασιασμός (επειδή κάθε μια από τις δυο αλυσίδες καθορίζει το σχηματισμό μιας 
συμπληρωματικής της, και τελικά τα δυο θυγατρικά μόρια περιέχουν από μια παλιά και μια 
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νεοσυντιθέμενη αλυσίδα).  Η αντιγραφή στα ευκαρυωτικά κύτταρα ξεκινά ταυτόχρονα από πολλά 
σημεία του γονιδιώματος και προχωρά παράλληλα (Alberts et al., 1994). 
 
Εικόνα 1.2. Το κεντρικό Δόγμα της Βιολογίας. Τα συνεχή βέλη δείχνουν τη ροή της γενετικής πληροφορίας, ενώ 
το στικτό βέλος απεικονίζει την ειδική περίπτωση παραγωγής DNA από RNA. 
 
Επίσης, κάποια τμήματα του DNA που ονομάζονται γονίδια μεταγράφονται, δηλαδή παράγουν RNA 
μέσω της διαδικασίας της μεταγραφής. Για τη μεταγραφή απαιτούνται ειδικά ένζυμα (RNA 
πολυμεράση), ειδικές πρωτεΐνες (μεταγραφικοί παράγοντες) και ειδικές αλληλουχίες πριν από το ενεργό 
γονίδιο που ονομάζονται υποκινητές. Το στικτό βέλος στην Εικόνα 1.2 υποδηλώνει την αντίστροφη 
μεταγραφή που συμβαίνει μόνο σε κάποιους ιούς οι οποίοι έχουν RNA για γενετικό υλικό (ρετροïοί π.χ. 
HIV).   
Το mRNA που παράγεται είναι ο φορέας της γενετικής πληροφορίας, καθώς μεταφέρει το 
μήνυμα για τη σύνθεση των πρωτεϊνών από το DNA στις πρωτεïνοσυνθετικές συσκευές των κυττάρων, 
τα ριβοσώματα. Εκεί με τη συνεργασία των tRNA και rRNA, πραγματοποιείται η μετάφραση, δηλαδή η 
πληροφορία που υπήρχε στο DNA και μεταφέρθηκε από το RNA μεταφράζεται και χρησιμεύει για την 
παραγωγή των πρωτεϊνών, οι οποίες είναι μόρια που εξυπηρετούν όλες τις ανάγκες του κυττάρου 
δομικές και λειτουργικές (ένζυμα κ.α.) (Lewin, 1990).  
 Κάτι άλλο που πρέπει να τονιστεί είναι το γεγονός ότι στα ευκαρυωτικά κύτταρα το mRNA που 
παράγεται λέγεται πρόδρομο mRNA και προκειμένου να καταστεί λειτουργικό πρέπει να υποστεί τη 
διαδικασία της ωρίμανσης η οποία πραγματοποιείται μόνο στους ευκαριωτικούς οργανισμούς. Κατά τη 
διαδικασία αυτή αποκόπτονται ενδιάμεσα τμήματα τα οποία δεν κωδικοποιούν αμινοξέα, γνωστά ως 
εσώνια και τα υπόλοιπα τμήματα, τα εξώνια, ενώνονται για να δώσουν το ώριμο mRNA. Η διαδικασία 
καθορίζεται από ειδικές αλληλουχίες στις άκρες εσωνίων – εξωνίων και καταλύεται από κάποια 
ριβονουκλεοπρωτεϊνικά σωμάτια (snRNA) (Lewin, 1990). 
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Η γενετική πληροφορία, η οποία βρίσκεται στο DNA, μεταφέρεται μέσω του RNA και τελικά 
εκφράζεται με την παραγωγή πρωτεϊνών. Πράγματι η γενετική πληροφορία βρίσκεται στην πρωτοταγή 
δομή του DNA, δηλαδή στην ακριβή αλληλουχία των βάσεων του, η οποία μεταφέρεται αυτούσια στην 
αλληλουχία του mRNA. Για να μπορέσει το κύτταρο να αντιστοιχίσει την πληροφορία αυτή με την 
ακριβή πρωτοταγή δομή των πρωτεϊνών (την ακριβή αλληλουχία των αμινοξέων τους) χρειάζεται έναν 
κώδικα, το γενετικό κώδικα (Crick et al., 1961). 
 
ΓΕΝΕΤΙΚΟΣ ΚΩΔΙΚΑΣ 
  Δεύτερο Γράμμα  























UUC Phe (F) UCC Ser (S) UAC Tyr (Y) UGC Cys (C) C 
UUA Leu (L) UCA Ser (S) UAA ΛΗΞΗ UGA ΛΗΞΗ A 
UUG Leu (L) UCG Ser (S) UAG ΛΗΞΗ UGG Trp (W) G 
C CUU Leu (L) CCU Pro (P) CAU His (H) CGU Arg (R) U 
CUC Leu (L) CCC Pro (P) CAC His (H) CGC Arg (R) C 
CUA Leu (L) CCA Pro (P) CAA Gln (Q) CGA Arg (R) A 
CUG Leu (L) CCG Pro (P) CAG Gln (Q) CGG Arg (R) G 
A AUU Ile (I) ACU Thr (T) AAU Asn (N) AGU Ser (S) U 
AUA Ile (I) ACC Thr (T) AAC Asn (N) AGC Ser (S) C 
AUC Ile (I) ACA Thr (T) AAA Lys (K) AGA Arg (R) A 
AUG Met (M) ACG Thr (T) AAG Lys (K) AGG Arg (R) G 
G GUU Val (V) GCU Ala (A) GAU Asp (D) GGU Gly (G) U 
GUA Val (V) GCC Ala (A) GAC Asp (D) GGC Gly (G) C 
GUC Val (V) GCA Ala (A) GAA Glu (E) GGA Gly (G) A 
GUG Val (V) GCG Ala (A) GAG Glu (E) GGG Gly (G) G 
 
Εικόνα 1.3. Ο γενετικός κώδικας. 
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Ο γενετικός κώδικας είναι ο τρόπος με τον οποίο οι οργανισμοί μεταφράζουν τη «γλώσσα» του 
DNA με ένα αλφάβητο 4 γραμμάτων (τα 4 νουκλεοτίδια) στη «γλώσσα» των πρωτεϊνών η οποία 
απαρτίζεται από ένα αλφάβητο 20 γραμμάτων (τα 20 αμινοξέα) (Crick et al., 1961). Όπως είναι φανερό 
δεν είναι δυνατόν να υπάρχει μια προς μια αντιστοίχιση νουκλεοτιδίων-αμινοξέων και ο μόνος τρόπος 
να συμβεί αυτό είναι σε κάθε ένα αμινοξύ να αντιστοιχεί μια «λέξη» από 3 ή περισσότερα νουκλεοτίδια. 
Πράγματι οι δυνατοί συνδυασμοί των 4 νουκλεοτιδίων ανά 3 με επανάληψη είναι 43=64 και επαρκούν 
για την κωδικοποίηση των 20 αμινοξέων, και όντως αυτόν τον τρόπο χρησιμοποιούν οι οργανισμοί 
(Alberts et al., 1994). Τα γενικά χαρακτηριστικά του γενετικού κώδικα είναι:  
 Κώδικας τριπλέτας (3 νουκλεοτίδια –κωδικόνιο-αντιστοιχούν σε ένα αμινοξύ) 
 Συνεχής (δεν υπάρχουν νουκλεοτίδια που να μην ανήκουν σε καμία τριπλέτα) 
 Μη επικαλυπτόμενος (δεν υπάρχουν νουκλεοτίδια που να ανήκουν σε δυο τριπλέτες) 
 Σχεδόν καθολικός (ισχύει σε όλους τους οργανισμούς με ελάχιστες εξαιρέσεις που 
διαφοροποιούνται 1-2 κωδικόνια) 
 Εκφυλισμένος (για 18 από τα 20 αμινοξέα υπάρχουν περισσότερα του ενός κωδικόνια) 





Μία πρωτεΐνη αποτελείται από αμινοξέα (αμινοξικά κατάλοιπα), συνδεδεμένα σε μία γραμμική σειρά η 
οποία ονομάζεται αμινοξική ακολουθία ή αλληλουχία. Οι πρωτεΐνες σύμφωνα με το κεντρικό δόγμα της 
Μοριακής Βιολογίας (Crick, 1958; Crick et al., 1961) συντίθενται μονοσήμαντα, με βάση τη γενετική 
πληροφορία που εμπεριέχεται στο DNA, και η οποία μεταβιβάζεται στην πρωτεϊνοσυνθετική μηχανή 
των ριβοσωμάτων, μέσω του RNA.  
H βιολογική λειτουργία των πρωτεϊνών εξαρτάται κατά κύριο λόγο από την στερεοδιάταξή τους, 
δηλαδή από τον τρόπο με τον οποίο η γραμμική αμινοξική τους ακολουθία αναδιπλώνεται στο χώρο 
(Alberts et al., 1994). Η τρισδιάστατη δομή των πρωτεϊνών έχει βρεθεί με μεθόδους κρυσταλλογραφίας 
ακτίνων-Χ και φασματοσκοπίας NMR (Berman et al., 2002). Αυτές οι μέθοδοι είναι δαπανηρές, 
επίπονες και χρονοβόρες και απαιτούν τη χρήση κρυστάλλων (ακτίνες-Χ), οι οποίοι δεν δημιουργούνται 
εύκολα για αρκετές κατηγορίες πρωτεϊνών. Κατά συνέπεια προέκυψε, η ανάγκη να ληφθούν 
πληροφορίες για το πρωτεϊνικό δίπλωμα με άλλες μεθόδους. Τις τελευταίες δύο δεκαετίες, οι αμινοξικές 
ακολουθίες περισσότερων από 150.000 πρωτεϊνών έχουν γίνει γνωστές (Bairoch et al., 2005) και ο 
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αριθμός συνεχίζει να αυξάνει με γεωμετρικό ρυθμό. Καθώς τα πειραματικά δεδομένα σαφέστατα 
δείχνουν ότι όλη η αναγκαία πληροφορία, ώστε μια πρωτεΐνη να διπλωθεί στην φυσική της στερεοδομή, 
είναι κωδικοποιημένη στην γραμμική αμινοξική της ακολουθία (Anfinsen, 1973), έχουν ξεκινήσει από 
δεκαετίες προσπάθειες ώστε να προβλεφθεί η δομή μιας πρωτεΐνης από την αμινοξική της ακολουθία 
(Chou and Fasman, 1978; Rost and Sander, 1993), αλλά με περιορισμένη επιτυχία μόνο.  
Πρόσφατα, το λεγόμενο πρόγραμμα προσδιορισμού του γονιδιώματος (Human genome project) 
πολλών οργανισμών μεταξύ των οποίων και του ανθρώπινου κατά συνέπεια και όλων των πρωτεϊνών 
που αυτό κωδικοποιεί, έχουν ως αποτέλεσμα να συσσωρεύονται τεράστια ποσά πληροφοριών σχετικά 
με τις ακολουθίες χιλιάδων πρωτεϊνών με ιλιγγιώδεις ρυθμούς. Πρέπει να σημειωθεί εδώ, ότι το 
πρόβλημα προσδιορισμού της λειτουργίας των πρωτεϊνών εντείνεται καθώς έχει διαπιστωθεί ότι οι 
ακολουθίες (γονιδίων και πρωτεϊνών) οι οποίες βρίσκονται κατατεθειμένες στις δημόσιες βάσεις 
δεδομένων αυξάνονται με εκθετικό ρυθμό και διπλασιάζονται κάθε 18-24 μήνες (Μπάγκος, 2015).  
Μία πρώτη κατάταξη των πρωτεϊνών θα μπορούσε να διαχωρίσει τις πρωτεΐνες των οργανισμών 
σε σφαιρικές-υδατοδιαλυτές, σε δομικές, σε μεικτές, δηλαδή πρωτεΐνες με ιδιότητες ενδιάμεσες των δύο 
προηγούμενων κατηγοριών (δομικές-σφαιρικές) και σε μεμβρανικές πρωτεΐνες (Pasquier et al., 2001). Η 
τελευταία κατηγορία είναι εξαιρετικά ενδιαφέρουσα για πολλούς λόγους που θα αναφερθούν στο 
Κεφάλαιο 6. 
 
Εικόνα 1.4. To ποσοστό των προσδιορισμένων δομών πρωτεϊνών ανά έτος και ανά μέθοδο, (CC BY-SA 4.0, 
http://www.rcsb.org/pdb/static.do?p=general_information/pdb_statistics/index.html). 
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Εικόνα 1.5. Παραδείγματα τρισδιάστατων πρωτεϊνικών δομών από τη  βάση δεδομένων PDB, (by Axel Griewel - 
Own work, CC BY-SA 3.0, https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=32268221). 
 
 
1.4 Γενετική Ποικιλομορφία 
 
Το γονίδιο είναι ένα τμήμα (ή αλληλουχία) του DNA που κωδικοποιεί ένα μόριο με γνωστή κυτταρική 
λειτουργία ή διαδικασία. Αλληλόμορφα λέγονται τα γονίδια που βρίσκονται σε όμοιες γενετικές θέσεις 
των ομόλογων χρωμοσωμάτων και ελέγχουν την ίδια ιδιότητα με ενδεχομένως διαφορετικό τρόπο. 
Πολλές γενετικές θέσεις χαρακτηρίζονται από τη δημιουργία αλληλομόρφων γονιδίων και έτσι τα 
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άτομα ενός πληθυσμού εμφανίζουν διαφορετικούς φαινότυπους. Ο γονιδιακός πολυμορφισμός είναι η 
εμφάνιση πολλαπλών αλληλομόρφων σε μια γενετική θέση στην οποία τουλάχιστον δύο αλληλόμορφα 
εμφανίζονται με συχνότητα μεγαλύτερη από 1% (Pawson and Linding, 2008).  
Οι πολυμορφισμοί δεν είναι κάτι σπάνιο. Ορισμένες φορές προσδίδουν πλεονεκτήματα στον 
οργανισμό που τους φέρει, σε κάποιες περιπτώσεις οδηγούν σε ασθένεια ή σε προδιάθεση για αυτήν, 
ενώ σε κάποιες περιπτώσεις δεν έχουν απολύτως καμία επίπτωση. Οι πολυμορφισμοί έχουν μεγάλη 
σημασία στην ιατρική και χρησιμοποιούνται στη χαρτογράφηση γονιδίων, στην εύρεση γονιδίων που 
εμπλέκονται με γενετικές ασθένειες, στον έλεγχο πατρότητας και στην εγκληματολογία (Pawson and 
Linding, 2008). 
Οι κυριότερες κατηγορίες γονιδιακών πολυμορφισμών είναι οι πολυμορφισμοί ενός νουκλεοτιδίου 
ή SNPs που χαρακτηρίζονται από την αντικατάσταση μια βάσης από μια άλλη, οι επαναληπτικές 
αλληλουχίες (π.χ. το ΤC18 αντικατοπτρίζει 18 επαναλήψεις ΤC σε μια αλληλουχία) που εμφανίζονται 
κυρίως στις μη κωδικές αλληλουχίες του γενετικού υλικού και οι προσθήκες ή ελλείψεις διαδοχικών 
βάσεων που έχουν ως αποτέλεσμα αλλαγή στην αλληλουχία και εμφάνιση διαφορετικού φαινοτύπου. 
Στην παρούσα διατριβή θα ασχοληθούμε με τους πολυμορφισμούς ενός νουκλεοτιδίου (Nussbaum et 
al., 2007). 
Οι πολυμορφισμοί ενός νουκλεοτιδίου (SNPs) είναι η πιο συνηθισμένη κατηγορία πολυμορφισμών 
στο ανθρώπινο γονιδίωμα. Ο αριθμός των γνωστών SNPs στο ανθρώπινο γονιδίωμα ξεπερνά τα 10 
εκατομμύρια. Οι πολυμορφισμοί ενός νουκλεοτιδίου μπορεί να είναι δύο ειδών: α) πολυμορφισμοί που 
βρίσκονται σε περιοχές που δεν κωδικοποιούν πρωτεΐνες και έτσι δεν γίνονται αντιληπτοί και β) 
πολυμορφισμοί σε κωδικοποιές περιοχές όπου είτε αλλάζουν τη λειτουργία της παραγόμενης πρωτεΐνης 
(μη-συνώνυμη μετάλλαξη) είτε δεν την αλλάζουν (συνώνυμη μετάλλαξη) (Pawson and Linding, 2008). 
Οι πολυμορφισμοί ενός νουκλεοτιδίου ευθύνονται για τη ύπαρξη της γενετικής ποικιλότητας και 
χρησιμοποιούνται ως γενετικοί δείκτες για την εύρεση γονιδίων που σχετίζονται με ασθένειες, για τον 
υπολογισμό του κινδύνου που διατρέχει κάποιος στο να εμφανίσει μια ασθένεια και για τον καλύτερο 
σχεδιασμό της θεραπευτικής αντιμετώπισης (Nussbaum et al., 2007). 
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Εικόνα 1.6. Πολυμορφισμοί ενός νουκλεοτιδίου (SNPs). 
 
Οι μελέτες γενετικής συσχέτισης στοχεύουν στην εύρεση συσχετίσεων μεταξύ ενός ή 
περισσοτέρων γονιδιακών πολυμορφισμών και ενός χαρακτηριστικού, το οποίο μπορεί να είναι είτε 
ποσοτικό (αύξηση της τιμής της γλυκόζης στο αίμα) είτε να αποτελεί μια διχοτομική έκβαση 
(παρουσία-απουσία μιας ασθένειας). Οι μελέτες γενετικής συσχέτισης ελέγχουν μόνο ένα γενετικό 
πολυμορφισμό και ανιχνεύουν μικρές επιδράσεις και έτσι δημιουργείται η ανάγκη για ταυτόχρονη 
αξιολόγηση περισσότερων γενετικών δεικτών. Για την εμφάνιση πολύπλοκων ασθενειών ευθύνονται 
πολλοί γονιδιακοί πολυμορφισμοί που δρουν συνεργατικά, οι περισσότεροι από τους οποίους έχουν 
μικρές επιδράσεις. Το γεγονός αυτό, σε συνδυασμό με την ανίχνευση μεγάλου αριθμού SNPs σε όλο το 
γονιδίωμα, έχει οδηγήσει στη μεγάλη σημαντικότητα των μελετών γενετικής συσχέτισης στο χώρο της 
γενετικής επιδημιολογίας (Livak et al., 1995; Pokorny et al., 1976; Risch and Merikangas, 1996).    
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Εικόνα 1.7. Διαδικασία μελετών γενετικής συσχέτισης. 
 
1.5 Γονιδιακή Έκφραση  
 
Ο όρος γονιδιακή έκφραση αναφέρεται στην ποσότητα mRNA ή πρωτεϊνών που παράγονται από ένα 
κύτταρο σε μια δεδομένη στιγμή. Η γονιδιακή έκφραση είναι μια αυστηρά ρυθμιζόμενη διαδικασία και 
η αρμονική έκφραση ενός μεγάλου αριθμού γονιδίων είναι καθοριστική για τη διατήρηση της σωστής 
κυτταρικής λειτουργίας. Συνεπώς, η αύξηση ή ελάττωση του επιπέδου έκφρασης συγκεκριμένων 
γονιδίων ευθύνεται για αρκετές ασθένειες. Η ανάλυση της γονιδιακής έκφρασης βασίζεται στη 
σύγκριση δειγμάτων. Για παράδειγμα, δειγμάτων από υγιείς ιστούς και από ιστούς ασθενών με στόχο τη 
μελέτη συγκεκριμένων ασθενειών (Liu et al., 2007a).  
Με τη χρήση παραδοσιακών μεθόδων επιτρέπεται η ποσοτική και ποιοτική ανάλυση μόνο ενός 
μικρού αριθμού γονιδίων κάθε φορά. Για αυτό το λόγο έχουν αναπτυχθεί τεχνολογίες που επιτρέπουν τη 
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γρήγορη και αποτελεσματική ανάλυση ενός πολύ μεγάλου αριθμού γονιδίων. Η τεχνολογία των 
μικροσυστοιχιών DNA επιτρέπει την ανάλυση της έκφρασης μιας πληθώρας γονιδίων γρήγορα και 
αποτελεσματικά (Novoradovskaya et al., 2004). Μία από τις πιο διαδεδομένες βιολογικές εφαρμογές 
αυτής της τεχνολογίας είναι η σύγκριση των επιπέδων έκφρασης ενός συνόλου γονιδίων τα οποία 
διατηρούνται υπό συγκεκριμένες συνθήκες (κατάσταση Α) με τα επίπεδα έκφρασης ίδιου συνόλου 
γονιδίων τα οποία προέρχονται από ένα κύτταρο αναφοράς το οποίο διατηρείται υπό φυσιολογικές 
συνθήκες (κατάσταση Β), π.χ. η σύγκριση υγιών κυττάρων και κυττάρων τα οποία νοσούν, έτσι ώστε να 
διερευνηθούν οι αιτίες οι οποίες προκαλούν την νόσο. Οι μικροσυστοιχίες βρίσκουν εφαρμογή στην 
εύρεση λειτουργιών νέων γονιδίων, αφού γονίδια με παρόμοιο τρόπο έκφρασης σε διαφορετικές 
πειραματικές συνθήκες μπορεί να προσφέρουν χρήσιμες πληροφορίες στον τρόπο δράσης 
φαρμακευτικών σκευασμάτων και στη διευκόλυνση ταξινόμησης ασθενών (Brazma and Vilo, 2000).  
Η σχετικά καινούργια και συνεχώς εξελισσόμενη τεχνολογία Αλληλούχισης Νέας Γενιάς (Next 
generation sequencing, NGS) αποτελεί μια πιο αξιόπιστη, αποτελεσματική και λιγότερο χρονοβόρα 
εναλλακτική των μικροσυστοιχιών (Metzker, 2010; Ozsolak and Milos, 2011). Επιτρέπει τον 
προσδιορισμό της αλληλουχίας (αλληλούχιση) του συνολικού DNA ή cDNA, που προήλθε από το 
mRNA ενός γονιδίου, με την πραγματοποίηση εκατομμυρίων αντιδράσεων αλληλούχισης μικρών 
τμημάτων DNA/cDNA ταυτόχρονα. Ο αριθμός των μεταγράφων κάθε γονιδίου χρησιμοποιείται 
προκειμένου να ελεγχθεί η διαφορική έκφραση του γονιδίου στις διαφορετικές καταστάσεις (ύπαρξη 
ασθένειας, απόκριση σε θεραπεία κλπ). 
 
1.6  Η Βιοπληροφορική και η Αναγκαιότητα Ανάλυσης Δεδομένων Μεγάλης 
Κλίμακας 
 
Η Βιοπληροφορική, στο γνωστικό πεδίο της οποίας εντάσσεται αυτή η διατριβή, αποτελεί έναν 
διεπιστημονικό κλάδο και παρόλο που δεν υπάρχει ένας κοινώς αποδεκτός ορισμός, μια προσπάθεια 
ορισμού της θα ήταν ο επιστημονικός χώρος όπου η σύμπραξη της Βιολογίας με την Πληροφορική, τη 
Στατιστική και τα Μαθηματικά εξερευνά νέους τρόπους για την προσέγγιση των βιολογικών 
προβλημάτων, καθώς και την αντίληψη βασικών αρχών της Βιολογίας. Πρόκειται για γνωστικό χώρο με 
συγκεκριμένο όσο και ευρύ πεδίο εφαρμογών και αλληλεπίδρασης με τη σύγχρονη δομική, μοριακή, 
πληθυσμιακή και περιβαλλοντική Βιολογία. Ο κλάδος της Βιοπληροφορικής σήμερα θεωρείται, 
παγκόσμια, ένας από τους πλέον αναπτυσσόμενους, ενώ έχει ήδη επιδείξει σημαντικά επιτεύγματα και 
έχει συγκεντρώσει ιδιαίτερα σημαντικές επενδύσεις (Μπάγκος, 2015). 
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Ο μεγάλος ρυθμός προσδιορισμού των γονιδιωμάτων, οδήγησε στην αλματώδη ανάπτυξη της 
επιστήμης της γονιδιωματικής και τις διάφορες υποδιαιρέσεις της: τη συγκριτική γονιδιωματική για τη 
σύγκριση γονιδιωμάτων, τη λειτουργική γονιδιωματική για τις μελέτες γονιδιακής έκφρασης με 
μικροσυστοιχίες και τη δομική γονιδιωματική για τη μαζική παραγωγή πρωτεϊνών για δομικές μελέτες 
και κρυσταλλογραφία ακτίνων Χ. Παράλληλα, εμφανίστηκαν και οι τεχνικές αλληλούχισης νέας γενιάς 
(Next Generation Sequencing), οι οποίες έδωσαν νέα πνοή σε πειράματα γονιδιακής έκφρασης 
(RNAseq) και έκαναν εύκολο τον εντοπισμό πολυμορφικών θέσεων, ενώ αναμένεται να επηρεάσουν 
και την προσωποιημένη ιατρική (Μπάγκος, 2015). Με όλα αυτά τα δεδομένα, δημιουργήθηκε μια 
μεγάλη ανάγκη για ανάπτυξη περισσότερων μεθόδων πρόγνωσης, ανάλυσης και ομαδοποίησης 
δεδομένων έτσι ώστε να διαχειριστεί αυτός ο τεράστιος όγκος δεδομένων που προέκυψε από τις 
παραπάνω τεχνικές.  
Η γνώση της αλληλουχίας του ανθρώπινου γονιδιώματος, έδωσε επίσης μεγάλη ώθηση στην 
επιστήμη της Γενετικής Επιδημιολογίας, καθώς με τον εντοπισμό εκατομμυρίων πολυμορφισμών 
(SNPs) και τη χρήση της τεχνολογίας των GWAS (Genome-Wide Association Studies), δόθηκε η 
δυνατότητα να κάνουμε μαζικά μελέτες γενετικής συσχέτισης, ελέγχοντας ταυτόχρονα εκατομμύρια 
πολυμορφισμούς σε μαζική κλίμακα, όπως ακριβώς και με τις μικροσυστοιχίες DNA. Επιπλέον, μεγάλη 
εξάπλωση έχουν, όπως αναμενόταν, και οι μεθοδολογίες μετα-ανάλυσης και ενοποίησης δεδομένων 
(data integration). Οι περιοχές αυτές, είναι περιοχές που πλέον η Βιοπληροφορική έρχεται σε επαφή με 
τη Γενετική και την Επιδημιολογία και τη Βιοστατιστική (Μπάγκος, 2015).  
Τα τελευταία χρόνια έχει παρατηρηθεί σημαντική εξέλιξη στη διεξαγωγή πειραμάτων και τη 
μεγάλη παραγωγή σημαντικών βιολογικών πληροφοριών η οποία οδήγησε στην τεράστια αύξηση του 
όγκου της πληροφορίας σε όλα τα επίπεδα και ιδιαίτερα στο επίπεδο της ακολουθίας. Στις μέρες μας, 
έχουν δημιουργηθεί πολλές βάσεις δεδομένων που συγκεντρώνουν την πληροφορία από τις αντίστοιχες 
πειραματικές διεργασίες ανάλογα με το είδος των δεδομένων που αποθηκεύουν. Οι βάσεις δεδομένων οι 
οποίες περιέχουν τα βιολογικά δεδομένα όπως αυτά προσδιορίζονται από τους πειραματικούς 
επιστήμονες, και, συνήθως, περιέχουν επιπλέον ταξινόμηση και σχολιασμό ονομάζονται πρωτογενείς 
βάσεις δεδομένων. Πρωτογενείς βάσεις δεδομένων είναι οι: Βάσεις δεδομένων ακολουθιών 
νουκλεοτιδικών/πρωτεινικών ακολουθιών, Βάσεις δεδομένων τρισδιάστατων βιολογικών δομών, 
Βάσεις δεδομένων γονιδιακής έκφρασης, Βάσεις δεδομένων γενετικής ποικιλομορφίας, Βάσεις 
δεδομένων βιβλιογραφίας (Μπάγκος, 2015). 
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Οι βάσεις δεδομένων γενετικής ποικιλομορφίας καταγράφουν τους πολυμορφισμούς και τις 
συχνότητές τους στους διάφορους πληθυσμούς. Η dbSNP είναι η δημόσια βάση για τους 
νουκλεοτιδικούς πολυμορφισμούς http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp (Sherry et al., 2001). Εκτός από 
νουκλεοτιδικούς πολυμορφισμούς (single nucleotide polymorphisms - SNPs), περιέχει και δεδομένα για 
πολυμορφικές θέσεις που αφορούν απαλοιφές ή εισαγωγές βάσεων (deletion insertion polymorphisms -
DIPs). Η βάση που καταγράφει τις συσχετίσεις των διαφορετικών πολυμορφισμών μεταξύ των 
ανθρώπινων πληθυσμών είναι η HapMap (http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/) (HapMap, 2003). Επιπλέον, 
έχουν δημιουργηθεί βάσεις γενετικών συσχετίσεων οι οποίες περιέχουν πληροφορίες σχετικά με τη 
συσχέτιση των γονιδίων και των αντίστοιχων πολυμορφισμών τους με διάφορες ασθένειες. Τέτοιες 
βάσεις είναι: η βάση δεδομένων OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man) (Amberger et al., 2015) 
η οποία περιέχει πληρoφορίες για τις γενετικά κληρονομήσιμες ασθένειες, η βάση δεδομένων GAD 
(Becker et al., 2004) η οποία περιέχει πληροφορίες για πολυπαραγοντικές ασθένειες και η βάση 
δεδομένων NHRI GWAS (Welter et al., 2014) η οποία περιέχει συσχετίσεις πολυμορφισμών (SNPs) με 
ασθένειες.  
Όπως αναφέρθηκε και σε προηγούμενη ενότητα, με την εξέλιξη της τεχνολογίας και τη 
δημιουργία νέων οικονομικότερων τσιπ μικροσυστοιχιών αλλά και με την εμφάνιση των τεχνολογιών 
Next Generation Sequencing, τα πειράματα ανάλυσης γονιδιακής έκφρασης πραγματοποιούνται με 
μεγαλύτερο ρυθμό και έτσι υπάρχει ανάγκη αποθήκευσης και ανάλυσης όλων αυτών των δεδομένων. 
Τη λύση στο παραπάνω πρόβλημα έδωσαν οι βάσεις δεδομένων οι οποίες περιέχουν δεδομένα από 
χιλιάδες πειράματα γονιδιακής έκφρασης. Οι βάσεις δεδομένων αυτές επιτρέπουν την καταχώρηση 
αποτελεσμάτων από πειράματα μικροσυστοιχιών και αλληλούχισης νέας γενιάς, ενώ κάποιες από αυτές 
προσφέρουν και επιπλέον εργαλεία ανάλυσης των δεδομένων αυτών. Οι πιο γνώστες και συχνά 
χρησιμοποιούμενες βάσεις δεδομένων μικροσυστοιχιών και αλληλούχισης νέας γενιάς (NGS) είναι: 1) η 
GeneExpression Omnibus (GEO) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/), η οποία παρέχει δεδομένα 
γονιδιακής έκφρασης, τόσο από μικροσυστοιχίες όσο και από αλληλούχιση νέας γενιάς (next generation 
sequenicng) (Barrett and Edgar, 2006) και επιπλέον περιέχει κάποια διαδικτυακά εργαλεία που 
επιτρέπουν απλές αναλύσεις των δεδομένων της βάσης, 2) η Array Express 
(http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/), που είναι βάση δεδομένων μικροσυστοιχιών (Brazma et al., 2003) 
της ίδιας λογικής με την GEO, την οποία περιέχει ως υποσύνολο βάσει της συνεργασίας των ιδρυμάτων 
και περιέχει επιπλέον εργαλεία για ανάλυση των παρεχόμενων δεδομένων, 3) η Stanford Microarray 
Database (SMD), που είναι μια βάση δεδομένων που κατασκευάστηκε αρχικά για να καλύπτει τις 
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ανάγκες διαμοιρασμού αρχείων των ερευνητών του Stanford, αλλά μετεξελίχθηκε σταδιακά σε ένα 
δημόσιο αποθετήριο δεδομένων για μικροσυστοιχίες http://smd.stanford.edu/ (Demeter et al., 2007), 4) 
η RNA Seq Atlas, που είναι βάση δεδομένων πειραμάτων αλληλούχισης νέας γενιάς και είναι διαθέσιμη 
στην ιστοσελίδα http://medicalgenomics.org/rna_seq_atlas (Krupp et al., 2012). Η εν λόγω βάση 
περιέχει επιπλέον δεδομένα γονιδιακής έκφρασης από πειράματα μικροσυστοιχιών ενώ παρέχει και 
επιπλέον εργαλεία ανάλυσης των δεδομένων. 
Οι ανθρώπινες ασθένειες αποδίδονται στη συνδυαστική δράση περισσότερων από ένα γονιδίων 
(Cordell and Clayton, 2005; Goldstein, 2009). Οι μέθοδοι αλληλούχισης μεγάλης-κλίμακας (high-
throughput sequencing) επιτρέπουν την ανίχνευση μεγάλου αριθμού γονιδίων που εμπλέκονται σε 
ασθένειες και εκατομμυρίων μονονουκλεοτιδικών πολυμορφισμών (SNPs) που σχετίζονται με 
ασθένειες (Hirschhorn, 2009; Manolio, 2010). Δίκτυα που απεικονίζουν συσχετίσεις ασθενειών-
γονιδίων επιτρέπουν όχι μόνο τη διερεύνηση της γενετικής πολυπλοκότητας μιας συγκεκριμένης 
ασθένειας, αλλά και τη σχέση μεταξύ φαινομενικά διαφορετικών ασθενειών (Barabasi et al., 2011; 
Pawson and Linding, 2008). Επιπλέον, δίκτυα αλληλεπιδράσεων γονιδίων και ασθενειών επιτρέπουν 
την πρόβλεψη γονιδίων σχετιζόμενων με ασθένειες, την αποσαφήνιση των μηχανισμών που 
εμπλέκονται στην παθογένεια των ασθενειών και το σχεδιασμό θεραπευτικών στρατηγικών (Barabasi et 
al., 2011; Pawson and Linding, 2008). Έχει αποδειχθεί ότι τα γονίδια που σχετίζονται με ίδιες ή 
παρόμοιες ασθένειες έχουν μεγαλύτερη τάση να αλληλεπιδρούν μεταξύ τους (Hartwell et al., 1999; Oti 
and Brunner, 2007). Γενικότερα, η ανάλυση των πολύπλοκων αλληλεπιδράσεων που εμφανίζονται στα 
βιολογικά συστήματα, είτε μιλάμε για συσχετίσεις γονιδίων-ασθενειών, είτε για συνέκφραση γονιδίων, 
είτε για αλληλεπιδράσεις πρωτεϊνών, είτε για ρυθμιστικές αλληλεπιδράσεις μεταγραφικών παραγόντων, 
αποτελεί ένα αναδυόμενο κλάδο της Βιοπληροφορικής, και η ανάλυση αυτών των πολύπλοκων δικτύων 
που προκύπτουν από την ενσωμάτωση τέτοιων δεδομένων, έχει δώσει πολύ σημαντικές πληροφορίες 
στην προσπάθεια κατανόησης των βιολογικών φαινομένων (Vinayagam et al., 2016). 
 
1.7 Σκοπός της Παρούσας Διατριβής 
 
Η παρούσα διδακτορική διατριβή, ασχολήθηκε με ένα εύρος θεμάτων και ερευνητικών ερωτημάτων της 
Βιοπληροφορικής, τα οποία όλα είχαν κοινό σημείο τη μεθοδολογία υπολογιστικής ανάλυσης 
βιολογικών δεδομένων και την προσπάθεια εντοπισμού των παραγόντων που εμπλέκονται στην 
αιτιολογία πολυπαραγοντικών ασθενειών. Ειδικότερα, μελετήθηκαν δεδομένα από γενετικούς 
πολυμορφισμούς (SNPs) και η συσχέτιση τους με ασθένειες, δεδομένα γονιδιακής έκφρασης και τον 
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τρόπο που αυτά επηρεάζουν τις ασθένειες, και τέλος, πραγματοποιήθηκε ανάλυση πολύπλοκων 
βιολογικών δικτύων που αφορούν τη μοριακή βάση ασθενειών, ενσωματώνοντας δεδομένα από 
πολλαπλές πηγές. 
 Αρχικός στόχος της παρούσας διατριβής ήταν η διερεύνηση της συσχέτισης γονιδιακών 
πολυμορφισμών με ασθένειες. Για πολλές γενετικές συσχετίσεις υπάρχει μεγάλος αριθμός μελετών οι 
οποίες όμως σε πολλές περιπτώσεις αποκλίνουν και έτσι δεν μπορεί να εξαχθεί ένα τελικό συμπέρασμα 
που να αφορά τη συσχέτιση του πολυμορφισμού. Για το λόγο αυτό χρησιμοποιείται η μεθοδολογία της 
μετα-ανάλυσης η οποία συνδυάζει τα αποτελέσματα των επιμέρους μελετών που ερευνούν την ίδια 
συσχέτιση προκειμένου να εξαχθεί ένα τελικό αποτέλεσμα. Στην παρούσα διατριβή 
πραγματοποιήθηκαν τρεις μετα-αναλύσεις γενετικών δεδομένων. Η πρώτη μετα-ανάλυση είχε ως στόχο 
τη διερεύνηση των πολυμορφισμών του γονιδίου CD24 με τον κίνδυνο εμφάνισης της σκλήρυνσης κατά 
πλάκας. Πραγματοποιήθηκε μετα-ανάλυση σε τέσσερις πολυμορφισμούς του γονιδίου CD24. Στη 
συνέχεια, πραγματοποιήθηκε μετα-ανάλυση των πολυμορφισμών του γονιδίου FZD3 με τον κίνδυνο 
εμφάνισης της σχιζοφρένειας. Συνολικά διερευνήθηκαν έξι πολυμορφισμοί. Τέλος, πραγματοποιήθηκε 
μια τρίτη μετα-ανάλυση με στόχο τη διερεύνηση του ρόλου των γενετικών πολυμορφισμών του 
συστήματος ρενίνης-αγγειοτενσίνης σε νεφρικές ασθένειες. 
 Επόμενος στόχος της διατριβής ήταν η χρησιμοποίηση δεδομένων γονιδιακής έκφρασης 
προκειμένου να βρεθούν συσχετίσεις με ασθένειες. Λόγω του μεγάλο όγκου γονιδιακών δεδομένων και 
της ετερογένειας που υπάρχει μεταξύ των μεθόδων παραγωγής τους υπάρχει η ανάγκη για τη 
δημιουργία νέων μεθόδων ανάλυσης και μετα-ανάλυσης των δεδομένων αυτών. Έτσι, 
πραγματοποιήθηκε μια μελέτη ανασκόπησης των μεθόδων που χρησιμοποιούνται για ανάλυση 
δεδομένων γονιδιακής έκφρασης από μικροσυστοιχίες DNA και στη συνέχεια υλοποιήθηκαν στο 
στατιστικό πακέτο STATA δυο στατιστικές μέθοδοι ανάλυσης δεδομένων μικροσυστοιχιών βασισμένες 
στον έλεγχο t-test. Η υλοποίηση των μεθόδων είναι διαθέσιμη στο ευρύ κοινό στην ιστοσελίδα: 
http://www.compgen.org/tools/microarrays#TOC-Methods-of-analysis. 
 Στη συνέχεια, πραγματοποιήθηκε ανασκόπηση σχετικά με τη μεθοδολογία που ακολουθείται για 
τη μετα-ανάλυση δεδομένων γονιδιακής έκφρασης και υλοποιήθηκαν δυο μέθοδοι μετα-ανάλυσης 
βασισμένες στον έλεγχο t-test, ενώ προτάθηκε και μια καινούργια παραλλαγή της μεθόδου η οποία 
εμφανίζει μια σειρά από πλεονεκτήματα. Η υλοποίηση των μεθόδων είναι διαθέσιμη στο ευρύ κοινό 
στην ιστοσελίδα: http://www.compgen.org/tools/microarrays#TOC-Methods-of-meta-analysis. Τέλος, οι 
παραπάνω μέθοδοι εφαρμόστηκαν προκειμένου να βρεθούν γονίδια που εμπλέκονται στο έμφραγμα του 
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μυοκαρδίου. Πραγματοποιήθηκε ανάλυση και μετα-ανάλυση σε 31180 γονίδια από τέσσερις μελέτες 
μικροσυστοιχιών DNA προκειμένου να βρεθούν ποια είναι αυτά που υπερ ή υπο εκφράζονται στο 
έμφραγμα του μυοκαρδίου. 
 Επιπλέον, στόχος της διατριβής ήταν η κατασκευή ενός ενοποιημένου μοντέλου που να 
χρησιμοποιεί δεδομένα από διαφορετικές πηγές προκειμένου να εξαχθεί ένα συμπέρασμα σχετικά με 
την εμπλοκή των γονιδίων σε ασθένειες. Χρησιμοποιώντας γενετικά δεδομένα από διαφορετικές πηγές, 
δημιουργήθηκε ένα δίκτυο αλληλεπιδράσεων ανθρώπινων γονιδίων και ασθενειών, προκειμένου να 
διερευνηθούν οι συσχετίσεις μεταξύ των γενετικών ασθενειών του ανθρώπου και των γονιδίων που 
σχετίζονται με τις ασθένειες αυτές. Στη συνέχεια, με βάση το δίκτυο αυτό δημιουργήθηκε ένα δίκτυο 
γονιδίων και ένα δίκτυο ασθενειών με στόχο την εύρεση ασθενειών που προκαλούνται από κοινά 
γονίδια και γονιδίων που εμπλέκονται στην ίδια ασθένεια. Η ανάλυση των δικτύων αυτών, έδωσε 
αρκετά σημαντικά συμπεράσματα σχετικά με τη φύση των πολυπαραγοντικών ασθενειών και την 
εμπλοκή των γονιδίων σε αυτές. 
 Τέλος, μελετήθηκε για πρώτη φορά το δίκτυο μεταγωγής σήματος των ανθρώπινων υποδοχέων 
συζευγμένων με G-πρωτεΐνες (GPCRs) ώστε να διερευνηθεί η πιθανή συσχέτιση της δράσης των 
υποδοχέων αυτών με τον κίνδυνο εμφάνισης ασθενειών. Τα γονίδια που κωδικοποιούν τους GPCRs 
έχουν τεράστια φαρμακολογική σημασία, με περίπου το 40% όλων των φαρμάκων που κυκλοφορούν 
στην αγορά να στοχεύουν αυτές τις πρωτεΐνες (Hopkins and Groom, 2002; Overington et al., 2006). Τα 
μονοπάτια μεταγωγής σήματος των GPCR εμπλέκονται σε μια πληθώρα ασθενειών (Dorsam and 
Gutkind, 2007; Thompson et al., 2014; Vischer et al., 2014). Ως εκ τούτου, η αποσαφήνιση των 
μοριακών μηχανισμών του μονοπατιού της μεταγωγής σήματος των GPCR καθώς και o τρόπος με τον 
οποίο το μονοπάτι αυτό συνδέεται με ασθένειες είναι υψίστης βιολογικής και φαρμακευτικής σημασίας. 
Η ανάλυση του δικτύου, έδωσε σημαντικές πληροφορίες για τον τρόπο δράσης των υποδοχέων αυτών 
αλλά και για τον τρόπο που αυτοί επηρεάζουν την εμφάνιση γνωστών ασθενειών.
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Κεφάλαιο 2 
Μετα-ανάλυση Γενετικών Δεδομένων 
 
H συνεχής αύξηση των μελετών γενετικής συσχέτισης, των ευρυγονιδιωματικών μελετών και των 
μελετών γονιδιακής έκφρασης καθιστά επιτακτική την ανάγκη του συνδυασμού και της περαιτέρω 
ανάλυσης των παραπάνω δεδομένων. Η μετα-ανάλυση είναι ένα στατιστικό εργαλείο το οποίο 
επεξεργάζεται τα δεδομένα και τα αποτελέσματα μελετών, που ερευνούν το ίδιο ερώτημα.  Οι αρχές της 
μεθόδου της μετα-ανάλυσης ξεκινούν από τη εποχή του Fisher, το 1920. Η ουσιαστική μέθοδος της 
μετα-ανάλυσης, όμως, αναπτύχθηκε από τον Eugene Glass, το 1976, και παρέχει ένα τελικό 
συμπέρασμα το οποίο προέρχεται από μια σύνθεση ανεξάρτητων δεδομένων.   
Για τη διεξαγωγή της μετα-ανάλυσης θα πρέπει πρώτα να καθοριστεί το αντικείμενο μελέτης και 
στη συνέχεια θα πρέπει να γίνει εκτενής αναζήτηση στη βιβλιογραφία με σκοπό την εύρεση όλων των 
διαθέσιμων μελετών (Normand, 1999). Μόλις συγκεντρωθεί ο αριθμός των μελετών, εξάγονται τα 
δεδομένα τα οποία θα χρησιμοποιηθούν για τη μετα-ανάλυση. Στη συνέχεια, καθορίζεται το μέγεθος 
επίδρασης, το οποίο μπορεί να είναι η διαφορά των μέσων τιμών, ο σχετικός κίνδυνος (relative risk) και 
ο σχετικός λόγος συμπληρωματικών πιθανοτήτων (Odds Ratio-OR). Η δύναμη της μετα-ανάλυσης 
εξαρτάται από τον αριθμό των μελετών και από τη μέθοδο την οποία χρησιμοποιούμε για να 
συνδυάσουμε τις μεμονωμένες εκτιμήσεις του μεγέθους επίδρασης οι οποίες προέρχονται από τις 
αρχικές μελέτες. Δύο μοντέλα χρησιμοποιούνται για το συνδυασμό των παραπάνω εκτιμήσεων: το 
μοντέλο των σταθερών επιδράσεων (fixed effect model) και το μοντέλο των τυχαίων επιδράσεων 
(random effect model).  
 
2.1 Μέθοδοι Μετα-ανάλυσης 
 
Για να διεξαχθεί σωστά μια μετα-ανάλυση θα πρέπει πρώτα να συγκεντρωθούν όλες οι μελέτες που 
αφορούν το θέμα το οποίο μελετάται και στη συνέχεια να προσδιοριστεί το μέγεθος επίδρασης θ, ο 
παράγοντας δηλαδή με τον οποίο θα γίνει η μετα-ανάλυση και η διακύμανση si2 της κάθε μελέτης.  
Στα συνεχή δεδομένα, ως μέγεθος επίδρασης θ χρησιμοποιείται η διαφορά των μέσων τιμών 
μεταξύ των δειγμάτων ελέγχου και αναφοράς. Η διαφορά των μέσων τιμών η οποία χρησιμοποιείται ως 
μέγεθος επίδρασης μπορεί να είναι τυποποιημένη (standardized mean difference) ή μη τυποποιημένη 
(un standardized mean difference) (Thakkinstian et al., 2005). Στον πίνακα 2.1 παρουσιάζεται η μορφή 
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των δεδομένων μιας μετα-ανάλυσης μελετών γενετικής συσχέτισης με μέγεθος επίδρασης ένα συνεχές 
χαρακτηριστικό μεταξύ των δυο ομάδων (υγιείς και ασθενείς).  
 
Πίνακας 2.1. Παράδειγμα μιας μορφής δεδομένων που χρησιμοποιούνται για μετα-ανάλυση δεδομένων 
γενετικής συσχέτισης με μέγεθος επίδρασης ένα συνεχές χαρακτηριστικό μεταξύ δυο ομάδων (υγιείς και 
ασθενείς). 
 
 Υγιείς Ασθενείς 
Μελέτη 








1 x11 (sd11) n11 x21 (sd21) n21 
2 x12 (sd12) n12 x22 (sd22) n22 
… … … … … 
i x1i (sd1i) n1i x2i (sd2i) n2i 
 
Η τυποποιημένη διάφορα μέσων τιμών που χρησιμοποιείται ως μέγεθος επίδρασης με την αντίστοιχη 








     με   
2 2
1 1 2 2
1 2
( 1) ( 1)
2
i i i i
i
i i







Η μη τυποποιημένη διάφορα μέσων τιμών δίνεται από την εξίσωση: 
21 iiid x x    
 
Στα διακριτά δεδομένα ως μέγεθος επίδρασης χρησιμοποιείται ο σχετικός λόγος 
συμπληρωματικών πιθανοτήτων (Odds Ratio - OR). Για παράδειγμα, έστω ότι πρέπει να διερευνηθεί η 
επίδραση ενός φαρμάκου σε μια ασθένεια. Το Odds Ratio σε αυτή την περίπτωση υπολογίζεται: 
ΟR= 
ποσοστό ασθενών που τους χορηγήθηκε το φάρμακο/ποσοστό ασθενών που δεν έλαβαν το φάρμακο 
ποσοστό υγιών που τους χορηγήθηκε το φάρμακο/ποσοστό υγιών που δεν έλαβαν το φάρμακο 
 
Στον Πίνακα 2.2 απεικονίζεται μια μορφή δεδομένων που χρησιμοποιούνται για μετα-ανάλυση 
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Πίνακας 2.2. Μορφή δεδομένων που χρησιμοποιούνται για μετα-ανάλυση δεδομένων γενετικής συσχέτισης με 
τη χρήση του σχετικού λόγου συμπληρωματικών πιθανοτήτων. 
 
 Ασθένεια (+) Ασθένεια (-) 
Φάρμακο (+) α β 
Φάρμακο (-) γ δ 
 






    
 
Για το συνδυασμό των μεγεθών επίδρασης των επιμέρους μελετών χρησιμοποιούνται δύο είδη 
μοντέλων στατιστικής ανάλυσης: το μοντέλο σταθερών επιδράσεων και το μοντέλο τυχαίων 
επιδράσεων (Normand, 1999). Το μοντέλο σταθερών επιδράσεων υποθέτει ότι όλα τα δείγματα των 
μελετών προέρχονται από έναν ενιαίο πληθυσμό που έχει ένα κοινό μέγεθος επίδρασης   (Εικόνα 2.1). 
Ο τύπος του μοντέλου εκφράζεται ως εξής: 
 2i i~ ,Y N s   για i=1,2,3,…,k 
 
Εικόνα 2.1. Μοντέλο σταθερών επιδράσεων.  Η κατανομή πέντε υποθετικών δειγμάτων χρησιμοποιώντας το 
μοντέλο.  Κάθε δείγμα iY  έχει ένα κοινό μέγεθος επίδρασης  .  Η διαφορά ανάμεσα στις πέντε μελέτες είναι η 
διαφορετική διακύμανση κάθε μελέτης 
2
is , δηλαδή πόσο καλά υπολογίζει κάθε μελέτη το   (Normand, 1999).  
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Το μοντέλο τυχαίων επιδράσεων υποθέτει ότι τα δείγματα της μελέτης τα οποία περιλαμβάνονται σε μια 
μετα-ανάλυση μπορούν να προέλθουν από μια κατανομή πληθυσμών, δηλαδή επιτρέπει την ύπαρξη 
ετερογένειας. Κάθε μελέτη έχει και ένα διαφορετικό μέγεθος επίδρασης 
i  και διακύμανση 
2
is  με τύπο 
 
i
2 2Y  , ~  N ,i i i is s │  (Εικόνα 2.2).  Κάθε δείγμα του υπερπληθυσμού έχει μέγεθος επίδρασης το οποίο 
κατανέμεται με μέση τιμή   και διακύμανση 2 , με τύπο  2 2 , ~  N  ,i    │ , όπου   και 2  οι 
υπερπαράμετροι οι οποίες αντιπροσωπεύουν το κοινό μέγεθος επίδρασης και τη διακύμανση, 
αντίστοιχα. Η ανάλυση του υπερπληθυσμού δίνεται από τον τύπο: 
 2 2 y, , ~  N (1 ) , (1 )i i i i i iY s      │  
με 1 2( , ,......, )ky Y Y Y  και το iB  ορίζεται ως 2 2
1
is 
.  Όταν το 2  = 0 τότε το μοντέλο τυχαίων 
επιδράσεων είναι ισοδύναμο με το μοντέλο σταθερών επιδράσεων. 
 
 
                 
 
Εικόνα 2.2. Μοντέλο τυχαίων επιδράσεων. Κατανομή πέντε υποθετικών δειγμάτων κάνοντας χρήση μοντέλου 
τυχαίων επιδράσεων.  Κάθε μέγεθος επίδρασης i  προέρχεται από τον υπερπληθυσμό με μέγεθος επίδρασης   
και διακύμανση 
2 . Στο παράδειγμα κάθε ένα από τα μεγέθη επίδρασης δημιουργήθηκε από τα πέντε 
αποτελέσματα των μελετών (Normand, 1999). 
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Η διεξαγωγή μιας σωστής μετα-ανάλυσης προϋποθέτει όσο το δυνατόν εκτενέστερη αναζήτηση 
στη βιβλιογραφία, να βρεθούν δηλαδή όλες οι διαθέσιμες μελέτες. Κατά καιρούς έχουν εμφανισθεί 
διάφορα προβλήματα βιβλιογραφίας (γκρίζα βιβλιογραφία, ξενόγλωσση βιβλιογραφία, συστηματικό 
σφάλμα δημοσίευσης, φαινόμενο του Πρωτέα) τα οποία αν δεν ληφθούν υπόψη, μπορούν να οδηγήσουν 
σε υπερεκτίμηση των αποτελεσμάτων της μετα-ανάλυσης (Normand, 1999). Επιπλέον, ένα κρίσιμο 
στάδιο κατά τη διεξαγωγή μιας μετα-ανάλυσης είναι η εξέταση του βαθμού ετερογένειας μεταξύ των 
μεμονωμένων μελετών. Η ανομοιογένεια μεταξύ των δειγμάτων που εξετάζονται μπορεί να επηρεάσει 
τα αποτελέσματα της μετα-ανάλυσης και να οδηγήσει και αυτή σε υπερεκτίμηση ή υποεκτίμηση εν 
προκειμένω του τελικού αποτελέσματος (Thakkinstian et al., 2005).   
 
2.2 Έλεγχος Ετερογένειας 
 
Όταν χρησιμοποιείται το μοντέλο σταθερών επιδράσεων υπάρχει κίνδυνος να υπάρχει ετερογένεια στη 
μελέτη, επειδή τα δείγματα μπορεί να προέρχονται από την ύπαρξη διαφορετικών πληθυσμών. Η 
παρουσία ετερογένειας μεταξύ των μελετών μπορεί να προσδιοριστεί από τον έλεγχο Q του Cochran.  





DdWi  ~   χκ-1 2 




















w   
 
Το Q ακολουθεί την κατανομή χ 2  με k-1 βαθμούς ελευθερίας όπου k ο αριθμός των μελετών και μπορεί 
να εφαρμοστεί για τον έλεγχο της ετερογένειας τόσο σε συνεχή όσο και σε διακριτά δεδομένα. Ο 
έλεγχος Q  του Cochran αποδίδει καλύτερα όταν η μετα-ανάλυση περιλαμβάνει πολλές μελέτες. 
Μια άλλη στατιστική μέθοδος η οποία χρησιμοποιείται για τον υπολογισμό της ετερογένειας 









,0                        
και παίρνει τιμές από 0 έως 100%. Τιμές κάτω από 25% φανερώνουν μια μικρή ή αμελητέα 
ετερογένεια, ενώ τιμές οι οποίες υπερβαίνουν το 50% υποδηλώνουν ότι η ετερογένεια αποτελεί σοβαρό 
πρόβλημα. 
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Ένας τρίτος εκτιμητής για την ύπαρξη ετερογένειας είναι το τ2 το οποίο υπολογίζει τη 
μεταβλητότητα μεταξύ των δύο μελετών. Ο εκτιμητής τ2 ορίστηκε αρχικά από τους Dersimonian και 






























Υψηλές τιμές των δεικτών αυτών φανερώνουν την ύπαρξη ετερογένειας ενώ όταν είναι ίσοι ή 
πλησιάζουν το μηδέν συμπεραίνουμε ότι δεν υπάρχει ετερογένεια μεταξύ των μελετών. 
Για να εξεταστεί η ύπαρξη ετερογένειας θεωρούνται οι παρακάτω υποθέσεις: 
 H0: Τα δείγματα είναι ομοιογενή 
 Η1: Τα δείγματα είναι ανομοιογενή 
















 και iii xxY 21   
Αν η H0 απορριφθεί, τότε υπάρχει ετερογένεια μεταξύ των μελετών.  
 
2.3 Προβλήματα βιβλιογραφίας 
 
Η διεξαγωγή μιας σωστής μετα-ανάλυσης όπως αναφέραμε και παραπάνω προϋποθέτει όσο το δυνατόν 
καλύτερη και εκτενέστερη αναζήτηση στη βιβλιογραφία. Κατά την αναζήτηση της βιβλιογραφίας 
προκύπτουν κάποια προβλήματα τα οποία πρέπει να ληφθούν υπόψη έτσι ώστε να μην οδηγηθούμε σε 
εσφαλμένη εκτίμηση τον αποτελεσμάτων μας. Το πρώτο πρόβλημα το οποίο πρέπει να ληφθεί υπόψη 
είναι το φαινόμενο της «γκρίζας» βιβλιογραφίας (grey literature) στην οποία εντάσσονται οι μελέτες οι 
οποίες δεν έχουν δημοσιευθεί σε κάποιο περιοδικό επειδή πιθανώς παρέχουν αρνητικά αποτελέσματα.  
Το σφάλμα αυτό προκύπτει από το γεγονός ότι μελέτες οι οποίες καταφέρνουν να βρουν μια συσχέτιση 
δημοσιεύονται πιο γρήγορα και πιο εύκολα από ότι μελέτες οι οποίες δεν βρίσκουν συσχέτιση. Ένα 
ακόμη πρόβλημα είναι το φαινόμενο της «ξενόγλωσσης» βιβλιογραφίας σύμφωνα με το οποίο πολλές 
μελέτες που διεξάγονται σε μη αγγλόφωνες χώρες (Κίνα, Ρωσία) δημοσιεύουν τα αποτελέσματα τους σε 
τοπικά περιοδικά τα οποία δεν ανήκουν σε διεθνείς βάσεις δεδομένων με αποτέλεσμα κατά την 
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αναζήτηση να χάνονται δεδομένα από αυτές τις μελέτες. Τα δύο φαινόμενα τα οποία περιγράφηκαν 
παραπάνω αποτελούν τις περιπτώσεις του συστηματικού σφάλματος δημοσίευσης (publication bias) 
(Egger et al., 1997).  
 
2.4 Μετα-ανάλυση των πολυμορφισμών του γονιδίου CD24 με τον κίνδυνο 




Η Σκλήρυνση κατά Πλάκας (ΣκΠ) είναι μια χρόνια νόσος του κεντρικού νευρικού συστήματος (ΚΝΣ) 
με επιπολασμό περίπου 0,1% στους ενήλικές νεαρούς καυκάσιους. Η συνηθέστερη ηλικία εμφάνισης 
της νόσου είναι μεταξύ 20 και 40, με δύο φορές μεγαλύτερη συχνότητα εμφάνισης στις γυναίκες (Ebers 
et al., 1995). Γίνεται όλο και περισσότερο σαφές ότι οι περιβαλλοντικοί παράγοντες δρουν σε 
συνεργασία με τη γενετική προδιάθεση ώστε να εμφανιστεί η ΣκΠ (Ebers, 2008). Ωστόσο, υπάρχουν 
μερικά γονίδια που έχουν πρόσφατα μελετηθεί για τη συσχέτισή τους με την αιτιοπαθογένεια της 
νόσου, όπως για παράδειγμα τα γονίδια IL2, IL7 και CD24 (International Multiple Sclerosis Genetics et 
al., 2007). Το γονίδιο CD24 βρίσκεται στην περιοχή 6q21 (Liu and Zheng, 2007). Η πρωτεΐνη CD24 
είναι μια GPI-γλυκοπρωτεΐνη της επιφανείας του κυττάρου και εκφράζεται σε αφθονία σε μια ποικιλία 
τόσο αιμοποιητικών κυττάρων (κύτταρα Τ, κύτταρα Β, μακροφάγα, ουδετερόφιλα) όσο και σε κύτταρα 
του ΚΝΣ (αστροκύτταρα και μικρογλοία) που εμπλέκονται στην παθογένεια της ΣκΠ (Hernandez-
Campo et al., 2007; Zhou et al., 2003). Η πρωτεΐνη CD24 είναι υπεύθυνη για τον τοπικό 
πολλαπλασιασμό των Τ κυττάρων, μετά τη μετανάστευσή τους προς το ΚΝΣ, καθώς και για την πρόοδο 





Έχουν πραγματοποιηθεί πολλές μελέτες ασθενών - μαρτύρων για τη διερεύνηση της πιθανής 
συσχέτισης των πολυμορφισμών του γονιδίου CD24 με την ανάπτυξη και εξέλιξη της ΣκΠ, αλλά τα 
αποτελέσματα είναι αμφιλεγόμενα. Η παρούσα μελέτη έχει ως στόχο τη διεξαγωγή μιας μετα-ανάλυσης 
ώστε να δοθεί στατιστική ισχύς σε αυτές τις συσχετίσεις. Προς αυτή την κατεύθυνση, 
πραγματοποιήθηκε εκτεταμένη αναζήτηση βιβλιογραφίας, μέχρι τις 8-9-2014, στη βάση δεδομένων 
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PubMed με λέξεις κλειδιά «CD24 AND (GENE OR VARIANT OR polymorphism OR mutant OR 
mutation OR allele) AND (“Multiple sclerosis” OR MS OR “disseminated sclerosis” OR 
“encephalomyelitis disseminate”)». Ως μέγεθος επίδρασης της μετα-ανάλυσης χρησιμοποιήθηκε ο 
σχετικός λόγος των συμπληρωματικών πιθανοτήτων (Odds Ratio, OR) και τα 95% διαστήματα 
εμπιστοσύνης, σύμφωνα με το μοντέλο τυχαίων επιδράσεων (DerSimonian and Laird, 1986). 
Συμπεριλήφθησαν και δεδομένα πυρηνικών οικογενειών (family trios) όπου και οι δυο γονείς και 
τουλάχιστον ένα παιδί πάσχουν από ΣκΠ σύμφωνα με πρόσφατη μέθοδο (Bagos, 2011). 
Πραγματοποιήθηκε επίσης πολυμεταβλητή μετα-ανάλυση για να αποδώσει ακριβέστερα το γενετικό 
μοντέλο κληρονομικότητας (Bagos, 2008). Για τη διεξαγωγή των παραπάνω στατιστικών μεθόδων 




Από την αναζήτηση της βιβλιογραφίας ανακτήθηκαν 19 άρθρα από τα οποία μόνο 7 άρθρα που 
περιείχαν 8 μελέτες εκπλήρωναν τα κριτήρια επιλογής και έδιναν δεδομένα για την πραγματοποίηση 
της παρούσας μετα-ανάλυσης. Ειδικότερα, οι οκτώ μελέτες χρησιμοποιήθηκαν για τη διερεύνηση του 
πολυμορφισμού CD24 226C>T (Ala57Val) και περιλάμβαναν συνολικά 2002 ασθενείς και 2185 υγιείς. 
Για τη διερεύνηση καθενός από τους πολυμορφισμούς 1527-1528 TG>del, 1056 A>G και 1626 Α>G 
χρησιμοποιήθηκαν δυο άρθρα τα οποία περιείχαν 377 ασθενείς και 648 μάρτυρες. 
 
Πίνακας 2.3. Οι πολυμορφισμοί του γονιδίου  CD24 που διερευνήθηκαν για τη συσχέτιση με τη Σκλήρυνση κατά 
Πλάκας. 
Πολυμορφισμοί Αριθμός Μελετών Ασθενείς Υγιείς 
Ala57Val, 226C>T  8 2002 2185 
1527/1528 TG>del 2 377 648 
1056 A>G 2 377 648 
1626 A>G 2 377 648 
 
Αρχικά, η μετα-ανάλυση για τον πολυμορφισμό 226C>T (Ala57Val) αποκάλυψε στατιστικά 
σημαντική συσχέτιση με την ΣκΠ με ΟRs πάντα μεγαλύτερα της μονάδας όπως φαίνεται και στον 
Πίνακα 2.4. Στη μετα-ανάλυση για τη σύγκριση αλληλόμορφων συμπεριλήφθησαν δεδομένα και από 
family trios. Στη μετα-ανάλυση για τη σύγκριση ΤΤ vs TC + CC συμπεριλήφθησαν δεδομένα από 8 
μελέτες ενώ στη μετα-ανάλυση για τη σύγκριση TT + TC vs CC συμπεριλήφθησαν δεδομένα από 6 
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μόνο μελέτες, επειδή δύο μελέτες έδιναν στοιχεία μόνο για συνδυασμό γονότυπων και όχι για κάθε ένα 
ξεχωριστά. Τα αποτελέσματα ήταν προς την ίδια κατεύθυνση της σημαντικής συσχέτισης και όταν οι 
μετα-αναλύσεις έγιναν με δεδομένα από πληθυσμούς που βρίσκονταν σε ισορροπία Hardy-Weinberg. Η 
ετερογένεια ήταν μεγάλη για τις συγκρίσεις σύμφωνα με το συνεπικρατές και υπολειπόμενο μοντέλο 
κληρονομικότητας ενώ για το επικρατές η ετερογένεια ήταν πολύ χαμηλή (πίνακας 2.4).  
 
Πίνακας 2.4. Μονομεταβλητή μετα-ανάλυση για τον πολυμορφισμό 226C>T (Ala57Val) του γονιδίου CD24 με 


















T vs C Συνεπικρατές 8 1.26 1.02 - 1.56 78.0% 31.87 0.07 2.16 
T vs C in HWE Συνεπικρατές 4 1.39 1.17 - 1.66 0.0% 2.33 0.00 3.70 
TT vs TC+CC Υπολειπόμενο 8 1.75 1.09 - 2.81 76.9% 30.25 0.33 2.34 
TT vs TC+CC in HWE Υπολειπόμενο 4 2.05 1.27 - 3.31 32.1% 4.42 0.08 2.93 
TT+TC vs CC Επικρατές 6 1.36 1.14 - 1.63 0.0% 1.50 0.00 3.34 
TT+TC vs CC in HWE Επικρατές 4 1.32 1.05 – 1.67 0.0% 1.21 0.00 2.33 
 
 
Για να αποσαφηνιστεί ο τρόπος κληρονομικότητας πραγματοποιήθηκε πολυμεταβλητή μετα-
ανάλυση με τις έξι μελέτες. Βρέθηκε ότι η σύγκριση ΤΤ vs CC δίνει στατιστικά σημαντική συσχέτιση 
με OR 2.44 και 95% CI 1.77 - 3.38 (Πίνακας 2.5). Επιπλέον, ο λόγος λογαρίθμων πιθανοτήτων λ=b1/b2 
είναι 0.18, δηλαδή <1, το οποίο υποδηλώνει υπολειπόμενο τρόπο κληρονομικότητας. Επιπροσθέτως, 
ελέγχοντας τη μηδενική υπόθεση βρέθηκε ότι η συσχέτιση είναι πολύ ισχυρή με p-value <10-4. Έτσι, ο 
πολυμορφισμός 226C>T του γονιδίου CD24 συσχετίζεται με στατιστικά σημαντικό τρόπο με τη ΣκΠ με 
υπολειπόμενο τρόπο κληρονομικότητας. 
 
Πίνακας 2.5.  Πολυμεταβλητή μετα-αναλυση για τον πολυμορφισμό 226C>T (Ala57Val) του γονιδίου CD24 με 
τη Σκλήρυνση κατά Πλάκας. 
 
Συνδυασμός Γονότυπων (Contrast) Αριθμός Μελετών OR 95% CI 
TC vs CC 6 1.18 0.97 - 1.42 
TT vs CC 6 2.44 1.77 - 3.38 
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Εικόνα 2.3. Τα forest plots της μετα-αναλύσης για τον πολυμορφισμό 226C>T (Ala57Val) του γονιδίου CD24 με 




Στη συνέχεια, πραγματοποιήθηκε μετα-ανάλυση για τον πολυμορφισμό 1527-1528 TG>del στην 
οποία χρησιμοποιήθηκαν μόνο δυο μελέτες. Βρέθηκε συσχέτιση της διαγραφής (del) με την ΣκΠ 
εφόσον η σύγκριση del vs TG παρείχε OR 0.60 με 95% CI 0.41 - 0.85 και η σύγκριση del/del+TG/del vs 
ΤG/TG (επικρατής τρόπος κληρονομικότητας) έδωσε OR=0.60 με 95% CI 0.39 - 0.83. Σε αντίθεση, η 
σύγκριση del/del vs ΤG/TG+TG/del έδωσε μη στατιστικά σημαντική συσχέτιση (Πίνακας 2.6). 
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Πίνακας 2.6.  Μονομεταβλητή μετα-αναλυση για τον πολυμορφισμό 1527-1528 TG>del του γονιδίου CD24 με 














del vs TG Συνεπικρατές 2 0.60 0.41 - 0.80 0.0% 0.55 0.00 2.8 
del/del vs 
TG/TG+TG/del 
Υπολειπόμενο 2 1.09 0.06 – 18.64 55.2% 2.23 0.00 0.06 
del/del +TG/del 
vs TG/TG 
Επικρατές 2 0.57 0.39 -0.83 0.0% 0.2 0.00 2.89 
 
Για την περαιτέρω διαλεύκανση της συσχέτισης, πραγματοποιήθηκε πολυμεταβλητή μετα-
ανάλυση η οποία έδωσε στατική ισχύ στη σύγκριση del/TG vs TG/TG (OR 0.57 με 95% CI 0.38-0.87 
(overall p-value <0.038). Από τα αποτελέσματα και των δυο μετα-αναλύσεων προκύπτει ότι η απαλοιφή 
του δινουκλεοτιδίου λειτουργεί προστατευτικά για την ανάπτυξη ΣκΠ, ενώ ο τρόπος κληρονόμησης 
φαίνεται να είναι ο επικρατής και υπάρχουν ενδείξεις για υπερεπικράτηση (λ=1.97>1) (Πίνακας 2.7).  
 
Πίνακας 2.7. Πολυμεταβλητή μετα-ανάλυση για τον πολυμορφισμό 1527-1528 TG>del του γονιδίου CD24 με τη 




Αριθμός Μελετών OR 95% CI 
del/TG vs TG/TG 2 0.57 0.38 – 0.87 
del/del vs TG/TG 2 0.75 0.05 – 10.37 
 
Τέλος έγιναν μετα-αναλύσεις δεδομένων από δυο μελέτες για άλλους δυο πολυμορφισμούς του γονιδίου 
CD24, τους 1056 A>G και 1626 A>G. Για κανέναν πολυμορφισμό και σε καμία σύγκριση δεν βρέθηκε 
στατιστικά σημαντική συσχέτιση με την ΣκΠ (Πίνακας 2.8). 
 
2.4.4 Συμπεράσματα  
 
Συμπερασματικά, τα αποτελέσματά μας δείχνουν σαφώς γενετική συσχέτιση μεταξύ του μη συνώνυμου 
πολυμορφισμού 226C>T του γονιδίου CD24 (Ala57Val) με τη ΣκΠ, ενώ προκύπτει ότι ο τρόπος 
κληρονομικότητας είναι ο υπολειπόμενος. Προτείνουμε ότι ο συγκεκριμένος πολυμορφισμός μπορεί να 
χρησιμοποιηθεί ως βιοδείκτης στην εκτίμηση κινδύνου για εμφάνιση ΣκΠ. Ο πολυμορφισμός 1527-
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1528 TG>del φαίνεται να παίζει ένα προστατευτικό ρόλο κατά της ΣκΠ και μάλιστα μεταβιβάζεται με 
επικρατή τρόπο. Όσον αφορά τους πολυμορφισμούς 1056 A>G και 1626 A>G δεν φαίνεται να 
σχετίζονται με την ανάπτυξη της ΣκΠ. Ωστόσο, λόγω του μικρού μεγέθους του δείγματος τα 
αποτελέσματα για τους τρεις τελευταίους πολυμορφισμούς δεν θα πρέπει να υπερεκτιμούνται. 
Επιπλέον, πρόσθετες μελέτες για τη διερεύνηση της ανισορροπίας σύνδεσης μεταξύ των 
πολυμορφισμών του γονιδίου CD24 ή μελέτες αλληλεπιδράσεις γονιδίου-γονιδίου ή ακόμα και 
αλληλεπιδράσεων γονιδίων-περιβάλλοντος θα ήταν επωφελείς για την καλύτερη κατανόηση του ρόλου 
του γονιδίου CD24 στη εμφάνιση και την εξέλιξη της νόσου.  
 
Πίνακας 2.8. Μονομεταβλητή μετα-ανάλυση για τους πολυμορφισμούς 1056 A>G and 1626 A>G του γονιδίου 








OR 95% CI I 2(%) Cochran's Q BSV Z 
1056 A>G 
G vs A 2 1.70 0.68 – 4.23 96.0% 24.96 0.42 1.13 
GG vs 
GA+AA 
2 2.23 0.58 - 8.61 95.5% 22.26 0.91 1.16 
GG+GA vs 
AA 
2 1.59 0.69 – 3.62 86.3% 7.32 0.31 1.09 
1626 A>G 
G vs A 2 0.79 0.61 – 1.02 0.0% 0.04 0.0 1.82 
GG vs 
GA+AA 
2 0.61 0.24  - 1.58 0.0% 0.12 0.0 1.02 
GG+GA vs 
AA 
2 0.78 0.58 – 1.04 0.0% 0.08 0.0 1.71 
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2.5 Μετα-ανάλυση των πολυμορφισμών του γονιδίου FZD3 με τον κίνδυνο 





Η σχιζοφρένεια είναι μια ψυχική διαταραχή που χαρακτηρίζεται από ένα πλήθος συμπτωμάτων όπως: 
παραισθήσεις, ψευδαισθήσεις, διαταραχές σκέψης, διαταραχές της κίνησης, διαταραχή της 
συμπεριφοράς, προβλήματα με διάσπαση προσοχής, προβλήματα με τη μνήμη, η κακή εκτελεστική 
λειτουργία. Παρά το γεγονός ότι η σχιζοφρένεια έχει προσελκύσει το επιστημονικό ενδιαφέρον για 
περισσότερο από έναν αιώνα, θεμελιώδη ερωτήματα όπως τι προκαλεί σχιζοφρένεια, αν η σχιζοφρένεια 
μπορεί να θεωρηθεί μια ασθένεια ή αν είναι μια κατάσταση ή περισσότερες, παραμένουν αναπάντητα 
(Bentall, 2013). Η εμφάνιση της σχιζοφρένειας προκαλείται από διάφορους παράγοντες (γονίδια, 
περιβαλλοντικοί παράγοντες, διαφορετική χημεία του εγκεφάλου και διαφορετική δομή του) οι οποίοι 
μπορούν να δρουν είτε μεμονωμένα είτε συνδυαστικά. Ωστόσο, αυτό που είναι γνωστό είναι ότι η 
σχιζοφρένεια είναι μια οικογενειακή ασθένεια (κληρονομική) (Lichtenstein et al., 2009; Sullivan et al., 
2003). Δεδομένου ότι τα γονίδια κληρονομούνται μέσα στην οικογένεια, υπάρχει έντονο ενδιαφέρον για 
τη διερεύνηση της πιθανής συσχέτισης πολλών γενετικών πολυμορφισμών και της σχιζοφρένειας. Η 
ανθρώπινη πρωτεΐνη που κωδικοποιείται από το γονίδιο Frizzled Class Receptor 3 (FZD3) είναι ένας 
υποδοχέας επτά διαμεμβρανικών α-ελίκων και ανήκει στην οικογένεια Frizzled. Έχει μια μεγάλη 
εξωκυτταρική αμινοτελική περιοχή πλούσια σε κυστεΐνες (cysteine-rich domain, CRD). Τα μέλη της 
πρωτεϊνικής οικογένειας Frizzled είναι υποδοχείς για τις εκκρινόμενες WNT γλυκο-πρωτεΐνες (τύπου 
Wingless) που εμπλέκονται στον έλεγχο της ανάπτυξης και ανήκουν στην ευρύτερη οικογένεια 
υποδοχέων συζευγμένων με G-πρωτεΐνες (GPCRs) (ChuanYuan et al., 2011). Το γονίδιο FZD3, 
χαρτογραφείται στο χρωμόσωμα 8p21, αποτελείται από οκτώ εξώνια και είναι μήκους περίπου 70 kb 
(Jeong et al., 2006). Πολυμορφισμοί της περιοχής 8p21-22 έχουν συσχετιστεί με αυξημένο κίνδυνο 
εμφάνισης της σχιζοφρένειας (Pulver et al., 1995) κάτι που επαληθεύτηκε από μια πιο πρόσφατη μελέτη 
(Yang et al., 2003). Παρόμοιες μελέτες με αυτή του Yang και των συνεργατών του (Yang et al., 2003) 
ακολούθησαν τα επόμενα χρόνια και για άλλους πληθυσμούς, καταλήγοντας όμως σε αντικρουόμενα 
συμπεράσματα. Έχοντας ως στόχο τη διερεύνηση της σχέσης των πολυμορφισμών του γονιδίου FZD3 
με τη σχιζοφρένια πραγματοποιήθηκε μια μετα-ανάλυση ώστε να συνδυαστούν τα διαθέσιμα δεδομένα 
των δημοσιευμένων γενετικών μελετών, οι οποίες πιθανόν μεμονωμένα να αποτυγχάνουν να δείξουν 
την πραγματική σχέση του εν λόγω γονιδίου με τη σχιζοφρένεια λόγω μειωμένης ισχύος. 
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Χρησιμοποιώντας ως λέξεις κλειδιά τους όρους "FZD3 ή Frizzled-3" και "Schizophrenia" 
πραγματοποιήθηκε αναζήτηση στις βιβλιογραφικές βάσεις δεδομένων Pubmed και Scopus. Στη μετα-
ανάλυση συμπεριλήφθησαν μελέτες οι οποίες περιείχαν επαρκή στοιχεία για τον υπολογισμό του 
σχετικού λόγου συμπληρωματικών πιθανοτήτων (OR) του γονιδίου FZD3 με τη σχιζοφρένεια. Επίσης, 
συμπεριλήφθησαν μελέτες γενετικής συσχέτισης τόσο σε οικογένειες όσο και σε πληθυσμούς. Από κάθε 
μελέτη καταχωρήθηκε το όνομα του πρώτου συγγραφέα, το έτος δημοσίευσης της μελέτης, η καταγωγή 
του πληθυσμού και η χώρα, ο σχεδιασμός της μελέτης, ο αριθμός των family trios και ο αριθμός των 
ασθενών και υγιών μαζί με τα χαρακτηριστικά αυτών. Καθώς οι μελέτες που συμπεριλάβαμε είχαν 
διεξαχθεί κάτω από δυο διαφορετικούς επιδημιολογικούς σχεδιασμούς, -μελέτες ασθενών–μαρτύρων σε 
οικογένειες και σε πληθυσμούς-, υιοθετήθηκε η μονομεταβλητή μέθοδος μετα-ανάλυσης δεδομένων η 
οποία προτείνεται από τους (Bagos et al., 2011; Janssen et al., 2007). Η σύγκριση των αλληλόμορφων 
του γονιδίου σε ασθενείς και μάρτυρες έγινε με το σχετικό λόγο των συμπληρωματικών πιθανοτήτων 
(Odds Ratio, OR) μαζί με το 95% διάστημα εμπιστοσύνης αυτού (95% CI). Επιπλέον 
πραγματοποιήθηκε έλεγχος συστηματικού σφάλματος δημοσίευσης, διαχρονικής τάσης και 
υπολογίστηκε ο αριθμός των πρόσθετων ατόμων που θα έπρεπε να συμπεριληφθούν στη μελέτη ώστε 
τα αποτελέσματα της μετα-ανάλυσης να είναι στατιστικά σημαντικά. Η μετα-ανάλυση 




Από την αναζήτηση της βιβλιογραφίας ανακτήθηκαν 15 μελέτες από τη βάση δεδομένων Pubmed και 4 
μελέτες από τη Scopus. Από αυτές, οι 9 πληρούσαν τα κριτήρια για να συμπεριληφθούν στην ανάλυση 
και παρείχαν πληροφορίες για 6 μονονουκλεοτιδικούς πολυμορφισμούς του γονιδίου FZD3 (rs2241802, 
rs2323019, rs352203, rs3757884, rs880481 και rs960914). Οι μελέτες περιείχαν δεδομένα για 366 
family trios, 1917 ασθενείς με σχιζοφρένεια και 2192 υγιείς. Όλες οι μελέτες αξιολογούσαν 
περισσότερους από έναν γονιδιακούς πολυμορφισμούς. Μια μελέτη περιείχε πληροφορίες και για τους 
δυο σχεδιασμούς (σε οικογένειες και σε πληθυσμούς) (Ide et al., 2004), δυο μελέτες περιελάμβαναν 
μόνο family trios (Wei and Hemmings, 2004; Yang et al., 2003), ενώ οι υπόλοιπες αφορούσαν μελέτες 
ασθενών- μαρτύρων σε πληθυσμούς. Στον Πίνακα 2.9 παρουσιάζονται τα χαρακτηριστικά των μελετών 
που συμμετείχαν στη μετα-ανάλυση για κάθε πολυμορφισμό του γονιδίου FZD3.  
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Πίνακας 2.9. Χαρακτηριστικά των μελετών που περιλαμβάνονται στην μετα-ανάλυση των πολυμορφισμών του 
γονιδίου FZD3και τη συσχέτιση τους με τη σχιζοφρένεια. 
 
Study Year Case characteristics Controls characteristics Family trios Descent SNP markers 
Yang (Yang et 
al., 2003) 
2003   246 family trios consisting 
(patients: 138 (56%) men 
and 108 (44%) women). 
Patients met ICD-10 
criteria. Mean duration of 
illness: 5 years. Allelic 
association for individual 











et al., 2003) 
2003 200 unrelated patients (108 
men and 92 women; mean 
age 45.1 ± 12.5 years) 
fulfilling the ICD-10 criteria, 
91 were diagnosed with 
paranoid type, 107 with 
hebephrenic type and 2 with 
catatonic type schizophrenia 
218 healthy, gender, age, and 
geographical origin matched 
volunteers (112 men and 106 
women; mean age 46.5 ± 15.7 
years), mostly from the medical 
staff, subjects with a positive 
personal or familial history of 
major psychiatric disorders were 
excluded 
 Japanese rs2241802, 
rs3757888, 
rs960914  
Ide (Ide et al., 
2004)  
2004 540 unrelated patients (270 
men, 270 women; mean age, 
45.6 ± 11.0 years). 
Consensus diagnosis was 
made according to the DSM-
IV criteria 
540 age and gender-matched 
control subjects with no history 
of mental illness (270 men, 270 
women; mean age, 45.1 ±11.7 
years) 
212 schizophrenia families 
(643 members), including 











et al., 2004) 
2004 236 patients with 
schizophrenia (130 men and 
106 women; mean age: 
27±7.64 years) diagnosed 
according to ICD-10 criteria  
275 healthy controls (158 men 
and 117 women; mean age: 
28.34±8.95 years) matched to 
cases for age, sex, and ethnicity, 
with no history of mental health 







Wei (Wei and 
Hemmings, 
2004) 
2004   120 family trios (82 males 
and 38 females), aged 
29.03 ± 6.95 years, 
diagnosed by the 
psychiatrists who treated 
them during the period 
1990 – 2002, allelic 
association for individual 
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2005 427 patients (221 males and 
206 females with mean age 
of 44.2± 14.5 years), 91 with 
bipolar disorder and 396 
with major depression 
Consensus diagnosis was 
made according to the DSM-
IV criteria 
473 healthy controls (228 and 
245; 36.1 ±12.5 years) with no 
current or past contact to 
psychiatric services 





et al., 2006) 
2006 241 unrelated patients (147 
males and 94 females, 
average age=32.3±8.38) 
diagnosed with 
schizophrenia by attending 
psychiatrists 
192 healthy subjects (125 males 
and 67 females, average 
age=22.6±6.14) who were 
hospital staff and college student 
volunteers. Subjects who had 
first degree relatives with 
suspected psychiatric illness 
were excluded 
 Korean rs2241802, 
rs960914 
Reif (Reif et 
al., 2007) 
2007 192 unrelated patients 
diagnosed according to ICD-
10 criteria and Leonhard’s 
system  
284 healthy blood donors coming 
from the same recruiting area as 
the patients 






2011 81 patients (52% male and 
48% female, mean 
age=33.8±10.9 years) 
meting the DSM-IV 42 
criteria 
210 healthy subjects (107 male 
and 103 female, mean age 34.10 
±10.33 years) matched for age 
and gender to patients, with no 











Ο πολυμορφισμός του γονιδίου rs2241802 εξετάστηκε για το σύνολο των 9 μελετών που 
περιλαμβάνονται στη μετα-ανάλυση. Δυο μελέτες είχαν πραγματοποιηθεί σε Ευρωπαίους ενώ οι 
υπόλοιπες σε Ασιάτες. Η σύγκριση του A έναντι του C αλληλομόρφου έδωσε ένα μη στατιστικά 
σημαντικό Odds Ratio (0.90, 95% C.I.: 0.79,1.03). Οι έλεγχοι του Begg και του Egger δεν έδειξαν την 
ύπαρξη συστηματικού σφάλματος δημοσίευσης. Ο έλεγχος της αθροιστικής μετα-ανάλυσης παρείχε 
ενδείξεις διαχρονικής τάσης (p-value<0.001). Ο εκτιμώμενος αριθμός των επιπρόσθετων ατόμων που 
απαιτούνται για να προκύψουν στατιστικά σημαντικές εκτιμήσεις ήταν αρκετά μεγάλος (3228 άτομα) 
γεγονός που δηλώνει ότι είναι αρκετά δύσκολο να αλλάξει το αποτέλεσμα της μετα-ανάλυσης.  
Στη μετα-ανάλυση του πολυμορφισμού rs2323019 συμπεριλήφθησαν 6 μελέτες που 
αξιολογούσαν την πιθανή επίδρασή του στην εμφάνιση σχιζοφρένειας με ένα σύνολο 366 family trios (2 
μελέτες σε οικογένειες), 1284 ασθενείς με σχιζοφρένεια και 1498 υγιείς (4 μελέτες ασθενών-μαρτύρων 
σε πληθυσμούς). Η μετα-ανάλυση για τη σύγκριση του αλληλομόρφου A έναντι του G κατέδειξε μια 
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οριακά μη σημαντική συσχέτιση με Odds Ratio ίσο με 1.21 (95% C.I.: 0.98, 1.50). ). Οι έλεγχοι του 
Begg και του Egger δεν έδειξαν την ύπαρξη συστηματικού σφάλματος δημοσίευσης. Ο έλεγχος της 
αθροιστικής μετα-ανάλυσης παρείχε ενδείξεις διαχρονικής τάσης (p-value<0.001). Η εφαρμογή της 
μεθοδολογίας που παρουσιάστηκε από τον Barrowman και τους συνεργάτες του (Barrowman, Fang et 
al. 2003) έδειξε ότι απαιτούνται 772 επιπλέον άτομα για να βρεθεί στατιστικά σημαντική συσχέτιση του 
πολυμορφισμού με την ασθένεια. 
Επτά μελέτες χρησιμοποιήθηκαν στη μετα-ανάλυση του πολυμορφισμού rs352203 με την 
σχιζοφρένεια περιλαμβάνοντας 366 family trios (2 μελέτες), 1476 σχιζοφρενείς και 1782 υγιείς (5 
μελέτες). Από τη σύγκριση του αλληλομόρφου C έναντι του T εκτιμήθηκε ένα Odds Ratio ίσο με 0.82 
(95% C.I.: 0.69, 0.98) υποδηλώνοντας ένα προστατευτικό ρόλο του υπό μελέτη πολυμορφισμού με τη 
νόσο. Οι έλεγχοι του Begg και του Egger δεν έδειξαν την ύπαρξη συστηματικού σφάλματος 
δημοσίευσης. Με βάση τα ευρήματα της αθροιστικής μετα-ανάλυσης, το Odds Ratio της πρώτης 
μελέτης (Yang, Si et al. 2003) διαφέρει σημαντικά από τις υπόλοιπες μελέτες. 
Ο πολυμορφισμός rs3757888 εξετάστηκε σε δυο μόνο μελέτες (Katsu, Ujike et al.2003; 
ChuanYuan, Li et al. 2011) οι οποίες περιείχαν μόνο ασθενείς-μαρτύρες σε Ασιάτικο πληθυσμό. 
Συνολικά, η μετα-ανάλυση περιελάμβανε 709 άτομα, με 281 σχιζοφρενείς και 428 υγιείς. Το Odds 
Ratio της σύγκρισης του αλληλομόρφου G έναντι του A ήταν μη στατιστικά σημαντικό (OR: 1.08, 95% 
C.I.: 0.63, 1.84). Οι στατιστικοί έλεγχοι για το συστηματικό σφάλμα δημοσίευσης και για διαχρονική 
τάση δεν πραγματοποιήθηκαν δεδομένου του μικρού αριθμού μελετών. Τέλος, χρησιμοποιώντας τη 
μέθοδο του Barrowman και συνεργατών απαιτείται ένας εξαιρετικά μεγάλος αριθμός ατόμων για να 
επιτύχουμε στατιστικά σημαντικά αποτελέσματα (34032 άτομα). 
Η επίδραση του πολυμορφισμού rs880481 στη σχιζοφρένεια περιελάμβανε 2 μελέτες ασθενών-
μαρτύρων σε πληθυσμούς μόνο ασιατικής καταγωγής, -317 σχιζοφρενείς και 485 υγιείς. Από τη μετα-
ανάλυση εκτιμήθηκε ένα μη σημαντικό Odds Ratio (OR: 1.22, 95% C.I.: 0.78, 1.91) για τη σύγκριση 
του αλληλομόρφου A έναντι του G με I2 ίσο με 71.6% (p-value=0.041). Ομοίως με τον πολυμορφισμό 
rs3757888 και εδώ δεν πραγματοποιήσαμε στατιστικούς ελέγχους για συστηματικό σφάλμα 
δημοσίευσης και διαχρονική τάση. Ο αριθμός των επιπλέον ατόμων για να υπολογιστούν στατιστικά 
σημαντικές επιδράσεις είναι 3364. 
Ένα σύνολο 5 μελετών εξέταζαν τη συσχέτιση του πολυμορφισμού rs960914 με τον κίνδυνο 
εμφάνισης σχιζοφρένειας, από τις οποίες οι τέσσερις αφορούσαν Ασιάτες και μια Ευρωπαίους (Reif, 
Melchers et al. 2007). Η σύγκριση του αλληλομόρφου C έναντι του T οδήγησε σε ένα μη σημαντικό 
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Odds Ratio (OR: 1.10, 95% C.I.: 0.93, 1.30). Οι έλεγχοι του Begg και του Egger δεν έδειξαν την ύπαρξη 
συστηματικού σφάλματος δημοσίευσης. Η μέθοδος των Barrowman και συνεργατών (Barrowman, Fang 
et al. 2003) έδειξε ότι απαιτούνται 7585 άτομα για στατιστικά σημαντικές εκτιμήσεις. 
Τα αποτελέσματα δείχνουν μια δυνητικά ασθενέστερη επίδραση των πολυμορφισμών FZD3 στη 
σχιζοφρένεια σε σχέση με αυτή που είχε αρχικά προταθεί και, ενδεχομένως, να περιορίζεται σε 
πληθυσμούς Κινέζων. Δεν εντοπίστηκε συσχέτιση μεταξύ των πολυμορφισμών του γονιδίου FZD3 που 
εξετάστηκαν με τη σχιζοφρένεια, εκτός από τον πολυμορφισμό rs352203 (Εικόνα 2.4). Η σύγκριση του 
C αλληλόμορφου έναντι του Τ, έδειξε προστατευτική δράση για το υπολειπόμενο αλληλόμορφο C 
(OR=0.819, 95% CI: 0.69, 0.98) (Πίνακας 2.10). Ωστόσο, το αποτέλεσμα αυτό οφείλεται κυρίως σε 
μελέτες που περιελάμβαναν πληθυσμούς Κινέζων. Η ετερογένεια μεταξύ των μελετών για τους έξι 
πολυμορφισμούς που εξετάστηκαν στην παρούσα ανάλυση, όπως εκτιμάται με τη χρήση του δείκτη Ι2, 
κυμάνθηκε από 54.4% έως 76.1%. 
 
Πίνακας 2.10. Αποτελέσματα μετα-ανάλυσης των μελετών που εκτιμούν τη σχέση έξι πολυμορφισμών του 
γονιδίου FZD3 με τη σχιζοφρένεια.  
 
 Πολυμορφισμός Αριθμός μελετών 




    I2 (%) (p-value) 
rs2241802 9 0.90 (0.125) 0.79, 1.03 57.3 (0.022) 
rs2323019 6 1.215 (0.073) 0.98, 1.50 75.0 (0.001) 
rs352203 7 0.819 (0.024) 0.69, 0.98 67.7 (0.006) 
rs3757888 2 1.08 (0.783) 0.63, 1.84 54.5 (0.183) 
rs880481 2 1.217 (0.390) 0.78, 1.91 76.1 (0.041) 
rs960914 5 1.10 (0.281) 0.93, 1.30 62.9 (0.029) 
 
Σε πληθυσμούς Κινέζων εντοπίστηκε επίσης αυξημένος κίνδυνος για σχιζοφρένεια και στην 
περίπτωση του πολυμορφισμού rs2323019 (OR=1.52 , 95% CI: 1.29, 1.79, χωρίς ετερογένεια μεταξύ 
των μελετών) (Εικόνα 2.5). Δεδομένου ότι σε πληθυσμούς Κινέζων παρατηρείται διαφορετικό πρότυπο 
ανισορροπίας σύνδεσης σε σχέση με τους υπόλοιπους πληθυσμούς, είναι πιθανό, η ασθένεια της 
σχιζοφρένειας να σχετίζεται με άλλους πολυμορφισμούς του γονιδίου FZD3 που βρίσκονται σε 
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ισχυρότερη ανισορροπία σύνδεσης στους Κινέζους από ό,τι στους υπόλοιπους πληθυσμούς που 
μελετήθηκαν.   
 
 
Εικόνα 2.4. Γραφική απεικόνιση των αποτελεσμάτων της μετα-ανάλυσης για τη συσχέτιση των πολυμορφισμών 
rs2241802, rs2323019, rs352203, rs3757888, rs880481 και rs960914 του γονιδίου FZD3 με τη σχιζοφρένεια.  
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Εικόνα 2.5. Γραφική απεικόνιση των αποτελεσμάτων των μετα-αναλύσεων σε υποομάδες για τη συσχέτιση των 
πολυμορφισμών rs2241802, rs2323019, rs352203, rs3757888, rs880481 και rs960914 του γονιδίου FZD3 με την 
εμφάνιση σχιζοφρένειας. a και οι δυο μελέτες ήταν μελέτες ασθενών-μαρτύρων σε πληθυσμούς και 
περιελάμβαναν Ασιάτες; b και οι δυο μελέτες ήταν μελέτες ασθενών-μαρτύρων σε πληθυσμούς και 
περιελάμβαναν Κινέζους; c όλες οι μελέτες ήταν μελέτες ασθενών-μαρτύρων σε πληθυσμούς. 
 
 
2.5.4 Συμπεράσματα  
 
Η παρούσα μετα-ανάλυση, αν και απέτυχε να δείξει στατιστικά σημαντική συσχέτιση των 
πολυμορφισμών rs2241802, rs3757884, rs880481 και rs960914 με τη σχιζοφρένεια, υπογράμμισε το 
ρόλο του πολυμορφισμού rs352203. Πιο συγκεκριμένα η παρουσία του αλληλομόρφου C 
διαδραματίζει; έχει προστατευτικό ρόλο για την εμφάνιση της νόσου. Εκτιμήθηκε επίσης ένας 
αυξημένος κίνδυνος για τους φορείς του αλληλομόρφου A του πολυμορφισμού rs2323019 στους 
Κινέζους, κάτι που μπορεί να αποδοθεί στο διαφορετικό βαθμό ανισορροπίας σύνδεσης που 
εκτιμήθηκε για τη φυλή αυτή. Οι περιορισμοί της παρούσας μετα-ανάλυσης εστιάζονται κυρίως στο 
μικρό αριθμό μελετών με την πλειοψηφία αυτών να περιλαμβάνουν Ασιάτες. Τα αποτελέσματά μας 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
06/06/2020 00:52:21 EEST - 137.108.70.13
  37  
 
είναι προς την ίδια κατεύθυνση με εκείνα του Jeong και συνεργατών (Jeong et al., 2006) αν και μόνο 
δυο πολυμορφισμοί (rs2241802 και rs960914) είχαν μελετηθεί στην εργασία αυτή. Ωστόσο, εμείς 
επικαιροποιήσαμε την ανάλυση συμπεριλαμβάνοντας μεγαλύτερο αριθμό μελετών, υπολογίζοντας 
παράλληλα πιο ακριβείς εκτιμήσεις εφαρμόζοντας σύγχρονη μεθοδολογία που συνυπολογίζει τα 
αποτελέσματα από μελέτες ασθενών μαρτύρων σε πληθυσμούς και σε οικογένειες. Τέλος, 
υπολογίσαμε τα επιπρόσθετα άτομα που θα οδηγούσαν σε στατιστικά σημαντικές εκτιμήσεις.  
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2.6 Διερευνήση της γενετικής συσχέτισης των πολυμορφισμών των υποδοχέων της 





H Χρόνια Νεφρική Νόσος (Chronic Kidney Disease) είναι το τελικό αποτέλεσμα πολλών νεφρικών 
διαταραχών, που χαρακτηρίζεται από μια αργή, προοδευτική και μη αναστρέψιμη επιδείνωση της 
νεφρικής λειτουργίας για πολλούς μήνες ή χρόνια αλλά συνήθως είναι ασυμπτωματική, δηλαδή ο 
ασθενής να διατηρεί καλή σωματική υγεία. Όταν ο ασθενής φτάσει στο τελικό στάδιο της ασθένειας 
(Νεφρική νόσος τελικού σταδίου) εκδηλώνεται μια χρόνια ουραιμία και είναι απαραίτητη η 
μεταμόσχευση ή η αιμοκάθαρση των νεφρών. Η νεφροπάθεια IgA (IgΑΝ) και η κυστεοουρητηρική 
παλινδρόμηση (Vesicoureteral Reflux) είναι ασθένειες που μπορούν να οδηγήσουν σε Χρόνια Νεφρική 
Νόσο. Το σύστημα ρενίνης-αγγειοτενσίνης (RAS) παίζει έναν κρίσιμο ρόλο στην ρύθμιση των 
φυσιολογικών λειτουργιών του καρδιαγγειακού συστήματος. Το πρωταρχικό μόριο τελεστής αυτού του 
συστήματος, η αγγειοτενσίνη II (ANGII), μέσω των υποδοχέων της ( AGTR1 και AGTR2) επηρεάζει τη 
λειτουργία πολλών ζωτικών οργάνων συμπεριλαμβανομένων της καρδιάς, των νεφρών, των αγγείων και 
του εγκεφάλου (Mehta and Griendling, 2007). Οι πρωτεΐνες RAS είναι ρυθμιστές της αρτηριακής 
πίεσης και της ενδονεφρικής αιμοδυναμικής (Gumprecht et al., 2000). Η Αρτηριακή υπέρταση συχνά 
έχει βρεθεί να συσχετίζεται με τη χρόνια νεφρική νόσο και είναι ο πιο σημαντικός παράγοντας κινδύνου 
για την εξέλιξης της νεφρικής ανεπάρκειας (Basset el et al., 2002). Αν και ακόμα δεν έχουν 
αποσαφηνιστεί πλήρως οι παράγοντες που συμμετέχουν στη νεφρική ανεπάρκεια, υπάρχουν σαφείς 
ενδείξεις σχετικά με γενετικούς παράγοντες οι οποίοι εμπλέκονται άμεσα στην εμφάνιση της (McKnight 
et al., 2010).  Στην παρούσα μελέτη, διερευνήθηκε η γενετική συσχέτιση των πολυμορφισμών των 
υποδοχέων της αγγειοτενσίνης με νεφρικές ασθένειες και πραγματοποιήθηκαν οι κατάλληλοι έλεγχοι 
ώστε να βρεθεί αν αυτοί οι πολυμορφισμοί μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως προγνωστικοί δείκτες για 
τη νεφρική ανεπάρκεια. 
 
2.6.2 Μέθοδοι 
Πραγματοποιήθηκε μια ολοκληρωμένη αναζήτηση στη βιβλιογραφία μέχρι το Νοέμβριο του 2012 με τις 
λέξεις-κλειδιά: AGTR, AGTR1, AGTR1B, AGTR2, ‘ANGIOTENSIN RECEPTOR’, ‘ANGIOTENSIN 
II RECEPTOR’, GENE, VARIANT, POLYMORPHISM, MUTANT, MUTATION, ALLELE, 
‘CHRONIC KIDNEY DISEASE’, ‘KIDNEY FAILURE’ ‘END-STAGE KIDNEY DISEASE’, ‘END-
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STAGE RENAL DISEASE’, ‘END-STAGE RENAL FAILURE’, DIALYSIS, ‘IgA 
GLOMERULONEPHRITIS’, ‘IgA NEPHROPATHY’, ‘VESICOURETERAL REFLUX’, VUR και με 
συνδυασμούς αυτών. Από κάθε μελέτη καταγράφηκε: ο κωδικός στη βάση δεδομένων Pubmed, το 
όνομα του πρώτου συγγραφέα, το έτος δημοσίευσης, η γεωγραφική θέση και η εθνικότητα του 
πληθυσμού που μελετήθηκε και ο συνολικός αριθμός των συμμετεχόντων (ασθενείς και υγιείς).  
Οι κατανομές των αλληλομόρφων και των γονοτύπων υπολογίστηκαν στους ασθενείς και στους 
υγιείς σε κάθε μελέτη. Τα δεδομένα των επιμέρους μελετών συνδυάστηκαν χρησιμοποιώντας το 
μοντέλο τυχαίων επιδράσεων (DerSimonian and Laird, 1986), υπολογίστηκε ο σχετικός λόγος 
συμπληρωματικών πιθανοτήτων (odds Ratio/OR) με τα αντίστοιχα 95% διαστήματα εμπιστοσύνης, για 
κάθε γονότυπο ή αλληλόμορφο. Η ετερογένεια μεταξύ των μελετών αξιολογήθηκε με τη χρήση του 
ελέγχου χ2 βασισμένο στον έλεγχο Q του Cochran και ο δείκτης ετερογένειας Ι2 (Higgins et al., 2003). 
Επιπλέον, εφαρμόστηκε μια πολυπαραγοντική μέθοδος τυχαίων επιδράσεων (Bagos, 2008) με στόχο 
την εύρεση ισχυρών συσχετίσεων μεταξύ γονιδίων και ασθενειών. Για την εκτίμηση πιθανού 
συστηματικού σφάλματος δημοσίευσης χρησιμοποιήθηκαν οι έλεγχοι των Begg και Egger (Begg and 
Mazumdar, 1994; Egger et al., 1997). Τέλος, πραγματοποιήθηκε αθροιστική μετα-ανάλυση  
προκειμένου να διερευνηθεί αν υπάρχει το φαινόμενο της διαχρονικής τάσης και το φαινόμενο του 
Πρωτέα, κάτι το οποίο θα εισήγαγε συστηματικό σφάλμα (bias) στο τελικό αποτέλεσμα της μελέτης μας 
(Bagos and Nikolopoulos, 2009; Ioannidis and Trikalinos, 2005; Lau et al., 1992; Lau et al., 1995). 
 
2.6.3 Αποτελέσματα 
Η αναζήτηση στη βιβλιογραφία έγινε με σκοπό τον εντοπισμό όλων των μελετών που ερευνούν τη 
συσχέτισης των πολυμορφισμών των γονιδίων AGTR1 και το AGTR2 με νεφρικές παθήσεις. Μετα-
ανάλυση πραγματοποιήθηκε για τους πολυμορφισμούς τους οποίου βρέθηκαν δεδομένα σε τουλάχιστον 
από τρεις μελέτες. Πιο συγκεκριμένα, για τη διερεύνηση της συσχέτισης του πολυμορφισμού A1166C 
του γονιδίου AGTR1 συμπεριλήφθησαν στη μετα-ανάλυση: 8 μελέτες για τη χρόνια νεφρική νόσο με 
4252 υγιείς και 812 ασθενείς, 17 μελέτες για τη νεφρική νόσο τελικού σταδίου με 3866 υγιείς και 2596 
ασθενείς, 5 μελέτες για τη νεφροπάθεια IgA με 1373 υγιείς και 785 ασθενείς και 3 μελέτες για την 
κυστεοουρητηρική παλινδρόμηση με 216 υγιείς και 174 ασθενείς. Για τον έλεγχο της συσχέτισης του 
πολυμορφισμού A1332G του γονιδίου AGTR2 με την κυστεοουρητηρική παλινδρόμηση 
χρησιμοποιήθηκαν 3 μελέτες με 790 υγιείς και 654 ασθενείς.  
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Πίνακας 2.11. Τα χαρακτηριστικά των μελετών που ανακτήθηκαν από την αναζήτηση στη βιβλιογραφία ανά 
γονίδιο, πολυμορφισμό και κατηγορία ασθένειας. 
 





AGTR1 A1166C/rs5186 2596 / 3866 17 
Νεφρική νόσος 
Τελικού Σταδίου 
AGTR1 C521T  1 
Νεφρική νόσος 
Τελικού Σταδίου 
AGTR1 A1138T  1 
Νεφρική νόσος 
Τελικού Σταδίου 
AGTR1 AG214CC  1 
Χρόνια Νεφρική 
Νόσος 
AGTR1 A1166C/rs5186 812 / 4252 8 
Χρόνια Νεφρική 
Νόσος  
AGTR1 C573T  1 
Χρόνια Νεφρική 
Νόσος 
AGTR1 C521T  2 
Χρόνια Νεφρική 
Νόσος 
AGTR1 A1138T  1 
Χρόνια Νεφρική 
Νόσος 
AGTR1 AG214CC  1 
Χρόνια Νεφρική 
Νόσος 
AGTR1 G163A  2 
Χρόνια Νεφρική 
Νόσος 
AGTR2 A1332G/rs5194  1 
Νεφροπάθεια IgA AGTR1 A1166C/rs5186 785 / 1373 5 
Κυστεοουρητηρική 
Παλινδρόμηση 
AGTR1 A1166C/rs5186 174 / 216 3 
Κυστεοουρητηρική 
Παλινδρόμηση 
AGTR2 A1332G/rs5194 654 / 790 3 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
06/06/2020 00:52:21 EEST - 137.108.70.13
  41  
 
Στη μετα-ανάλυση για τον έλεγχο της συσχέτισης του πολυμορφισμού A1166C του γονιδίου 
AGTR1 με τη νεφρική νόσο τελικού σταδίου δε βρέθηκε στατιστικά σημαντική συσχέτιση [OR 1,12 
(95% CI: 0,90 - 1,38)] για τα αλληλόμορφα. Ομοίως, μη στατιστικά σημαντική συσχέτιση 
αποκαλύφθηκε και στους ελέγχους για το επικρατές και το υπολειπόμενο μοντέλο κληρονομικότητας. 
Επίσης, δε βρέθηκε συσχέτιση του πολυμορφισμού A1166C του γονίδιο AGTR1 με τη χρόνια νεφρική 
νόσο στη μετα-ανάλυση με τα αλληλόμορφα αλλά και σε αυτή με τους γονότυπους [OR 1,16 (95% CI: 
0,83 - 1,64) για τα αλληλόμορφα]. Πρόσθετες μετα-αναλύσεις πραγματοποιήθηκαν για την εύρεση 
συσχέτισης του πολυμορφισμού A1166C του γονιδίου AGTR1 με τη Νεφροπάθεια IgΑ και την 
Κυστεοουρητηρική Παλινδρόμηση. Ελέγχοντας όλα τα πιθανά μοντέλα κληρονομικότητας δε βρέθηκε 
κάποια στατιστικά σημαντική συσχέτιση. Επιπλέον, πραγματοποιήθηκε πολυπαραγοντική ανάλυση και 
επιβεβαιώθηκε ότι δεν υπάρχει συσχέτιση των παραπάνω ασθενειών με τον πολυμορφισμό A1166C του 
γονιδίου AGTR1.  
Ο πολυμορφισμός A1332G του γονιδίου AGTR2 εξετάστηκε για τη συσχέτιση του με την 
Κυστεοουρητηρική Παλινδρόμηση. Ωστόσο δε βρέθηκε στατιστικά σημαντική συσχέτιση μιας και το 
OR ήταν 1,02 (95% CI: 0.67- 1,55).  
Επιπλέον, σε όλους του ελέγχους που πραγματοποιήθηκαν για όλες τις ασθένειες και για τους 
δυο πολυμορφισμούς δε βρέθηκε συστηματικό σφάλμα δημοσίευσης μεταξύ των μελετών. Τέλος, 
διερευνήθηκε αν η ύπαρξη του πολυμορφισμού A1166C του  γονιδίου AGTR1 σχετίζεται με την 
εμφάνιση της υπέρτασης σε ασθενείς με χρόνια νεφρική νόσο και νεφρική νόσο τελικού σταδίου, αλλά 
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Πίνακας 2.12. Τα αποτελέσματα της μονοπαραγοντικής μετα-ανάλυση για όλα τα αλληλόμορφα των 
πολυμορφισμών των γονιδίων AGTR1και AGTR2 για τη συσχέτιση τους με νεφρικές παθήσεις. 















16 1.101 0.91    1.34 53.06 0.000 
Χρόνια Νεφρική 
Νόσος 
7 1.162 0.83    1.64 10.41 0.109 
Νεφροπάθεια IgA 5 0.990 0.84    1.17 2.31  0.678  
Κυστεοουρητηρική 
Παλινδρόμηση 





14 1.314 0.83    2.07 30.80 0.004 
Χρόνια Νεφρική 
Νόσος 
6 1.059 0.50    2.25 3.16  0.675  
Νεφροπάθεια IgA 5 0.947 0.62    1.45  0.51  0.973  
Κυστεοουρητηρική 
Παλινδρόμηση 





15 1.150 0.92    1.44 38.42 0.000 
Χρόνια Νεφρική 
Νόσος 
7 1.159 0.82     1.63 11.03  0.087  
Νεφροπάθεια IgA 5 0.999 0.81    1.23  3.05  0.550  
Κυστεοουρητηρική 
Παλινδρόμηση 
2 1.146 0.66    2.01 0.36  0.551  
A vs C A1332G/AGTR2 
Κυστεοουρητηρική 
Παλινδρόμηση 
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Εικόνα 2.6. Γραφική απεικόνιση του αποτελέσματος της μετα-ανάλυσης του πολυμορφισμού A1166C του 
γονιδίου AGTR1 (C vs A) και της συσχέτισής του με τη νεφρική νόσο τελικού σταδίου (επάνω) και  τη χρόνια 
νεφρική νόσο(κάτω). 
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AC vs AA 1.17 0.73 1.88 





AC vs AA 1.14 0.94 1.37 




AC vs AA 1.01 0.81 1.25 




AC vs AA 1.29 0.73 2.29 




Τα αποτελέσματά μας υποδηλώνουν ότι ο πολυμορφισμός A1166C του γονιδίου AGTR1 δε 
συσχετίζεται με οποιαδήποτε από τις νεφρικές παθήσεις που εξετάστηκαν δηλαδή τη χρόνια νεφρική 
νόσο, τη νεφρική νόσο τελικού σταδίου, τη νεφροπάθεια IgΑ και την κυστεοουρητηρική παλινδρόμηση. 
Επιπλέον, ούτε ο πολυμορφισμός A1332G του γονιδίου AGTR2 συσχετίζεται με την κυστεοουρητηρική 
παλινδρόμηση. Τα αποτελέσματα αυτά είναι αντίθετα με τα στοιχεία άλλων μελετών που δείχνουν ότι 
πολυμορφισμοί άλλων γονιδίων (AGT και ACE) που εμπλέκονται στην ίδια βιοχημική οδό ρενίνης-
αγγειοτενσίνης, σχετίζονται με τη νεφροπάθεια τελικού σταδίου (Zhou et al., 2013, 2014). Οι μη 
στατιστικά σημαντικές συσχετίσεις που βρέθηκαν μπορούν να αποδοθούν στο μικρό μέγεθος του 
δείγματος όλων των μετα-αναλύσεων που πραγματοποιήθηκαν. Σε μια προσπάθεια να εκτιμηθεί ο 
αριθμός των ανθρώπων που χρειάζονται επιπλέον για να ανιχνευθούν στατιστικά σημαντικές 
συσχετίσεις χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος του Barrowman και βρέθηκε οτι χρειάζονται επιπλέον 4 έως 
1500 άνθρωποι ανάλογα με την ασθένεια. Περισσότερες μελέτες τόσο γενετικής συσχέτισης όσο και 
ευρυγονιδιωματικές μελέτες είναι αναγκαίες προκειμένου να βρεθεί ο ρόλος των πολυμορφισμών των 
γονιδίων AGTR1 και AGTR2 στις νεφρικές παθήσεις. 
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2.7 Δημοσιεύσεις σε επιστημονικά περιοδικά 
 
Τα αποτελέσματα που περιγράφηκαν στην ενότητα 2.4, έχουν δημοσιευτεί στο διεθνές επιστημονικό 
περιοδικό International Journal of Molecular Sciences (Braliou et al., 2015). Τα αποτελέσματα που 
περιγράφηκαν στην ενότητα 2.5 έχουν δημοσιευτεί στο διεθνές επιστημονικό περιοδικό Psychiatric 
genetics (Pantavou et al., 2016). Τα αποτελέσματα που περιγράφηκαν στην ενότητα 2.6 έχουν 
δημοσιευτεί στο διεθνές επιστημονικό περιοδικό Computational and Structural Biotechnology Journal 
(Braliou et al., 2014). 
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Κεφάλαιο 3 
Μεθοδολογία ανάλυσης δεδομένων γονιδιακής έκφρασης από 
μικροσυστοιχίες DNA 
 
Η γονιδιακή έκφραση ασχολείται με την ποσότητα mRNA ή πρωτεϊνών που παράγονται από ένα 
κύτταρο σε μια δεδομένη στιγμή. Η ανάλυση της γονιδιακής έκφρασης βασίζεται στη σύγκριση 
δειγμάτων, για παράδειγμα ιστών –υγιών και ασθενών– για τη μελέτη συγκεκριμένων ασθενειών.  
Μέχρι το 1990, οι επιστήμονες μπορούσαν να μελετήσουν λίγα μόνο γονίδια κάθε φορά.  Στις αρχές τις 
δεκαετίας του ’90 αναπτύχθηκε μία νέα τεχνολογία, η μικροσυστοιχία DNA -ή διαφορετικά, το DNA 
τσιπ-, η οποία επιτρέπει την ταυτόχρονη ανάλυση της έκφρασης χιλιάδων γονιδίων γρήγορα και 
αποτελεσματικά (Novoradovskaya et al., 2004). Μία από τις πιο διαδεδομένες βιολογικές εφαρμογές 
αυτής της τεχνολογίας είναι η σύγκριση των επιπέδων έκφρασης ενός συνόλου γονιδίων τα οποία 
διατηρούνται υπό συγκεκριμένες συνθήκες (κατάσταση Α) με τα επίπεδα έκφρασης ίδιου συνόλου 
γονιδίων τα οποία προέρχονται από ένα κύτταρο αναφοράς το οποίο διατηρείται υπό φυσιολογικές 
συνθήκες (κατάσταση Β), π.χ. η σύγκριση υγιών κυττάρων και κυττάρων τα οποία νοσούν έτσι ώστε να 
διερευνηθούν οι αιτίες οι οποίες προκαλούν τη νόσο. Άλλες εφαρμογές των μικροσυστοιχιών είναι στην 
εύρεση λειτουργιών νέων γονιδίων, αφού γονίδια με παρόμοιο τρόπο έκφρασης σε διαφορετικές 
πειραματικές συνθήκες μπορεί να εμπλέκονται στη διερεύνηση του τρόπου δράσης φαρμακευτικών 
σκευασμάτων και στη διευκόλυνση ταξινόμησης ασθενών (Brazma and Vilo, 2000). 
Ένα τσιπ μικροσυστοιχιών αποτελείται από συγκεκριμένες αλληλουχίες οι οποίες είναι ειδικές 
για συγκεκριμένα γονίδια, τους ανιχνευτές (probes), οι οποίοι είναι ακινητοποιημένοι σε μία κουκκίδα 
(spot) μιας στερεάς επιφάνειας η οποία είναι συνήθως ένα πλακίδιο (chip) από γυαλί. Αυτές οι 
αλληλουχίες, στη συνέχεια, υποβάλλονται σε υβριδοποίηση με αντίγραφα νουκλεϊκών οξέων από 
βιολογικά δείγματα τα οποία είναι ιχνηθετημένα με φθορίζουσες ουσίες, τους στόχους (targets) (Lee et 
al., 2004). Χάρη στο φθορισμό, η ένταση της υβριδοποίησης, η οποία είναι ανάλογη του αριθμού των 
αντιγράφων κάθε είδους RNA το οποίο υπάρχει στο δείγμα, μπορεί να μετρηθεί με έναν σαρωτή με 
λέιζερ και να μετατραπεί σε μία ποσοτική τελική έξοδο. Με αυτόν τον τρόπο οι μικροσυστοιχίες 
επιτρέπουν την ταυτόχρονη μέτρηση των επιπέδων γονιδιακής έκφρασης χιλιάδων γονιδίων σε ένα και 
μόνο πείραμα υβριδοποίησης (Liu et al., 2007a). 
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Εικόνα 3.1.  Ένα ολοκληρωμένο πείραμα μικροσυστοιχιών. Απομονώνεται βιολογικό υλικό (mRNA) από δύο 
τύπους κυττάρων, σημαίνεται με διαφορετικές χρωστικές και υβριδοποιείται στο πλακίδιο (chip). Τέλος, 
σαρώνεται και εξάγεται εικόνα προς επεξεργασία. 
 
 
3.1 Διαδικασία πειράματος μικροσυστοιχιών   
 
Η πειραματική διαδικασία αφορά τα στάδια τα οποία πρέπει να ακολουθηθούν κατά τη διεξαγωγή ενός 
πειράματος μικροσυστοιχιών. Ένα πείραμα με μικροσυστοιχίες είναι μια πολύπλοκη ακολουθία 
διεργασιών, οι οποίες πρέπει να εκτελεστούν με επιτυχία για να εξασφαλιστεί η εγκυρότητα των 
αποτελεσμάτων που θα προκύψουν. 
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Βήμα 1. Διατύπωση βιολογικού ερωτήματος 
Το βιολογικό ερώτημα είναι ανάγκη να διατυπώνεται με ακρίβεια πριν προχωρήσει κάποιος στη 
διαδικασία ενός πειράματος με μικροσυστοιχίες. Ένα απλό ερώτημα θα αφορούσε τη διαφοροποίηση 
της γονιδιακής έκφρασης πριν και μετά τη χορήγηση ενός φαρμάκου. Σημαντικό ρόλο στις αποφάσεις 
για την εξέλιξη του πειράματος, παίζει το αν το βιολογικό υλικό είναι διαθέσιμο και αν η ποσότητά του 
είναι μικρή ή μεγάλη, καθώς αυτό θα επηρεάσει και την ένταση του φθορισμού και συνεπώς το 
αποτέλεσμα του πειράματος.   
Βήμα 2. Επιλογή τύπου τσιπ μικροσυστοιχίας 
Ανάλογα με το βιολογικό ερώτημα πρέπει να επιλεγεί και ο τύπος της μικροσυστοιχίας που θα 
χρησιμοποιηθεί στο πείραμα. Υπάρχουν δύο κύριοι τύποι μικροσυστοιχιών: α) οι μικροσυστοιχίες που 
κατασκευάστηκαν με in situ σύνθεση ανιχνευτών και β) οι μικροσυστοιχίες στις οποίες οι ανιχνευτές 
εκτυπώθηκαν στην επιφάνεια μετά την παρασκευή τους (Liu et al., 2007a). Η δεύτερη κατηγορία 
χωρίζεται, επίσης, σε δύο υποκατηγορίες σχετικές με το μήκος των ανιχνευτών. Έτσι, υπάρχουν 
μικροσυστοιχίες ολιγονουκλεοτιδίων και μικροσυστοιχίες cDNA. 
Βήμα 3. Παρασκευή δείγματος 
Σε ένα πείραμα μικροσυστοιχιών, το πρώτο στάδιο είναι η απομόνωση του βιολογικού υλικού το οποίο 
θα χρησιμοποιηθεί σαν στόχος. Στη συνέχεια, το mRNA το οποίο έχει απομονωθεί ιχνηθετείται.  Η πιο 
απλή μέθοδος ιχνηθέτησης περιλαμβάνει τη χρήση νουκλεοτιδιών, τα οποία έχουν ήδη ιχνηθετηθεί με 
φθορίζουσα ουσία, στη διαδικασία της αντίστροφης μεταγραφής από mRNA σε cDNA.  Στις τυπωμένες 
cDNA και ολιγονουκλεοτιδικές μικροσυστοιχίες χρησιμοποιούνται πάντα δύο δείγματα: ένα δείγμα 
αναφοράς και ένα δείγμα ελέγχου. Τα δείγματα mRNA ελέγχου και αναφοράς (για παράδειγμα, ο ιστός 
του ασθενή και ένας υγιής ιστός) μεταγράφονται σε cDNA με τη χρήση του ενζύμου αντίστροφη 
μεταγραφάση, ενώ ταυτοχρόνως γίνεται ιχνηθέτηση των μορίων cDNA, σε ξεχωριστούς σωλήνες, με τη 
χρήση δύο διαφορετικών ιχνηθετών (Freeman et al., 2000). Οι πιο δημοφιλείς επιλογές φθορίζουσων 
ουσιών είναι η Cy3 (πράσινο) και η Cy5 (κόκκινο). Το Cy5 χρησιμοποιείται συνήθως για την 
ιχνηθέτηση του δείγματος ελέγχου, ενώ το Cy3 για την ιχνηθέτηση του δείγματος αναφοράς. Τέλος, τα 
μόρια cDNA μεταφέρονται στις διατάξεις των μικροσυστοιχιών με σκοπό να υβριδοποιηθούν με τους 
ανιχνευτές. Οι σχετικές ποσότητες του κάθε μεταγράφου των γονιδίων στα δύο δείγματα εκτιμώνται 
μετρώντας την ένταση του σήματος φθορισμού από τα φάσματα εκπομπής, τα οποία προκύπτουν από τη 
διέγερση των ιχνηθετών στα αντίστοιχα μήκη κύματος αυτών. 
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Βήμα 4. Υβριδοποίηση  
Για να πραγματοποιηθεί η υβριδοποίηση του ιχνηθετημένου στόχου με τον αντίστοιχο ανιχνευτή, 
τοποθετούνται οι στόχοι, οι οποίοι βρίσκονται σε κατάλληλο ρυθμιστικό διάλυμα, πάνω στη διάταξη 
της μικροσυστοιχίας. Στη συνέχεια, οι στόχοι με τους ανιχνευτές επωάζονται για ένα συγκεκριμένο 
χρονικό διάστημα και σε μία συγκεκριμένη θερμοκρασία. Μετά την υβριδοποίηση, η οποία μπορεί να 
διαρκέσει από λίγες μέχρι αρκετές ώρες, το διάλυμα υβριδοποίησης αποβάλλεται και γίνονται πλύσεις 
των επιφανειών των μικροσυστοιχιών για την απομάκρυνση μη ειδικών υβριδοποιήσεων οι οποίες 
έχουν τυχόν πραγματοποιηθεί. Ύστερα, το πλακίδιο είναι έτοιμο για να σαρωθεί από ειδικό μηχάνημα. 
Βήμα 5. Σάρωση 
Μετά από την υβριδοποίηση των δύο δειγμάτων (ελέγχου και αναφοράς) με τους ανιχνευτές, η 
πληροφορία των πειραμάτων των μικροσυστοιχιών μετατρέπεται σε εικόνες σαρώνοντας τα πλακίδια 
στα μήκη κύματος των δύο φθορίζουσων ουσιών και μετρώντας τον αντίστοιχο φθορισμό της κάθε 
ουσίας. Η αναλογία των εντάσεων φθορισμού για την κάθε κουκκίδα είναι ενδεικτική της σχετικής 
πληθώρας της αντίστοιχης ακολουθίας του DNA στα δύο δείγματα. Στην Εικόνα 3.2, μια κουκκίδα 
εμφανίζεται με χρώμα αντίστοιχο με την ποσότητα του δείγματος ελέγχου και του δείγματος αναφοράς. 
Έτσι, προκύπτουν οι εξής ερμηνείες για τα χρώματα των κουκκίδων: 
 Με κόκκινο χρώμα εμφανίζεται μια κουκκίδα, αν σε αυτήν η ποσότητα του δείγματος ελέγχου 
είναι μεγαλύτερη. 
 Με πράσινο χρώμα εμφανίζεται μια κουκκίδα, αν σε αυτήν η ποσότητα του δείγματος αναφοράς 
είναι μεγαλύτερη. 
 Με κίτρινο χρώμα εμφανίζεται μια κουκκίδα, αν σε αυτήν οι ποσότητες του δείγματος ελέγχου 
και του δείγματος αναφοράς είναι ίσες. 
 Με μαύρο χρώμα εμφανίζεται μία κουκκίδα αν κανένα δείγμα δεν έχει υβριδοποιηθεί. 
Οι υπόλοιπες αποχρώσεις εμφανίζονται για αντίστοιχες ποσότητες των δύο δειγμάτων (Kerr, 
2007). Στη συνέχεια, συλλέγονται οι πληροφορίες σχετικά με την έκφραση των γονιδίων της 
μικροσυστοιχίας με τη βοήθεια ενός λογισμικού επεξεργασίας και ανάλυσης εικόνων 
μικροσυστοιχιών.  
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Εικόνα 3.2. Η εικόνα της μικροσυστοιχίας 
Βήμα 6. Κανονικοποίηση  
Έχοντας ως σκοπό την ακριβή μέτρηση των επιπέδων έκφρασης των γονιδίων, είναι σημαντικό να 
λάβουμε υπόψη τα τυχαία και τα συστηματικά σφάλματα τα οποία συμβαίνουν σε ένα πείραμα 
μικροσυστοιχιών. Για παράδειγμα, μια γνωστή και συνήθης πηγή συστηματικού σφάλματος προκύπτει 
από τη χρήση διαφορετικών φθορίζουσων ουσιών. Αυτό το φαινόμενο γίνεται φανερό αν 
πραγματοποιήσουμε ένα πείραμα, όπου δύο πανομοιότυπα mRNA δείγματα ιχνηθέτουνται με 
διαφορετική χρωστική (με Cy3 το ένα και με Cy5 το άλλο) και στη συνέχεια υβριδοποιούνται πάνω στο 
ίδιο πειραματικό πλακίδιο. Είναι ιδιαίτερα σπάνιο να έχουμε ίσες εντάσεις για τις δύο χρωστικές ουσίες 
στις κουκκίδες του πλακιδίου, και μάλιστα, συνήθως έχουμε υψηλότερα επίπεδα έκφρασης για τη Cy3 
από αυτά της Cy5. Αν και τέτοιου είδους συστηματικά σφάλματα έχουν σχετικά μικρή τιμή, μπορούν 
να δημιουργήσουν μεγάλο πρόβλημα όσον αφορά την αξιοπιστία των αποτελεσμάτων, όπως κατά την 
αναζήτηση μικρών βιολογικών διαφορών. Τα σφάλματα μπορούν να προέρχονται από διάφορους 
παράγοντες, συμπεριλαμβανομένων των φυσικών ιδιοτήτων των φθορίζουσών ουσιών, της απόδοσης 
ενσωμάτωσης των χρωστικών, της μεταβλητότητας στην πειραματική διαδικασία κατά την 
υβριδοποίηση και των μετέπειτα διαδικασιών επεξεργασίας, ακόμη και των ρυθμίσεων του σαρωτή. 
Επιπροσθέτως, τα σχετικά επίπεδα έκφρασης των γονιδίων από επαναλήψεις του ίδιου πειράματος 
μπορεί να έχουν διαφορετική διακύμανση λόγω διαφορετικών πειραματικών συνθηκών. Πολλοί από 
τους παράγοντες οι οποίοι προκαλούν αυτά τα συστηματικά σφάλματα, είναι είτε εσωτερικοί είτε 
εξωτερικοί της υβριδοποίησης των δειγμάτων στο τσιπ και πρέπει να ελαχιστοποιηθούν όσο το δυνατό 
με τη βοήθεια της κανονικοποίησης προκειμένου να πάρουμε αξιόπιστα αποτελέσματα. Κατά συνέπεια, 
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σκοπός της κανονικοποίησης (normalization) είναι η ελαχιστοποίηση των συστηματικών σφαλμάτων τα 
οποία εντοπίζονται στα εκτιμώμενα επίπεδα έκφρασης των γονιδίων, έτσι ώστε οι βιολογικές διαφορές 
να γίνονται ευκολότερα αντιληπτές και να επιτρέπεται η σύγκριση των επιπέδων έκφρασης μεταξύ 
δεδομένων τα οποία προέρχονται από διαφορετικά τσιπ μικροσυστοιχιών (Quackenbush, 2001).  
Βήμα7. Στατιστική Ανάλυση 
Τα δεδομένα από το τσιπ των μικροσυστοιχιών αποτελούν έναν πίνακα γονιδιακής έκφρασης. Σε αυτόν 
τον πίνακα, οι γραμμές αναπαριστούν τα γονίδια και οι στήλες τα δείγματα. Οι τιμές σε κάθε θέση 
αυτού του πίνακα αντιστοιχούν στις τιμές έκφρασης (expression values) του συγκεκριμένου γονιδίου 
κάτω από τις συγκεκριμένες πειραματικές συνθήκες. Συνήθως αυτές οι τιμές είναι ο λογάριθμος με 
βάση το 2 του λόγου της έντασης για το κόκκινο κανάλι προς την ένταση για το πράσινο κανάλι. Η 
πολυπλοκότητα των αποτελεσμάτων τα οποία παράγονται από τα πειράματα με μικροσυστοιχίες από 
ένα σχετικά μικρό αριθμό δειγμάτων επιβάλει τη χρήση στατιστικών εργαλείων για την ανάλυσή τους. 
Στόχος της ανάλυσης αυτής είναι η εύρεση πιθανών σχέσεων που εμφανίζουν τα δεδομένα. Για 
παράδειγμα, ενδιαφέρον έχει η εύρεση γονιδίων τα οποία εκφράζονται διαφορικά σε μια ασθένεια με 
στόχο να χρησιμοποιηθούν ως προγνωστικός δείκτης για την ασθένεια αυτή. Για την ανάλυση 
δεδομένων μικροσυστοιχιών μπορεί να χρησιμοποιηθεί μια πληθώρα στατιστικών μεθόδων, οι οποίες 
θα περιγραφούν στην επόμενη ενότητα, που θα περιλαμβάνει και παρουσίαση μιας συγκριτικής μελέτης 
όλων των προτεινόμενων μεθόδων. 
 
3.2 Mέθοδοι Ανάλυσης Μικροσυστοιχιών 
 
Οι περισσότερες μελέτες μικροσυστοιχιών αξιολογούν τη διαφορική έκφραση μόνο από την άποψη της 
αλλαγής του διπλώματος (Fold Change/ FC), με τιμές FC ± 2 να θεωρούνται και τα γονίδια με αυτές τις 
τιμές να εκφράζονται διαφορικά. Ωστόσο, οι τιμές τις αλλαγής του διπλώματος (FC) δεν λαμβάνουν 
υπόψη τη μεταβλητότητα των δεδομένων μεταξύ ενός πειράματος και επιπλέον δε μπορεί να 
εξασφαλιστεί η επαναληψιμότητα. Επιπλέον, η κατάταξη με βάση την αλλαγή διπλώματος δεν είναι 
επαρκής, δεδομένου ότι ένα γονίδιο με μεγαλύτερη διακύμανση στις τιμές έκφρασης έχει μεγαλύτερη 
πιθανότητα να είναι στατιστικά σημαντικό. Οι μέθοδοι βασισμένες στην αλλαγή διπλώματος 
χρησιμοποιούνται συνηθώς σε περιπτώσεις που είναι εύκολο να δημιουργηθούν σύνολα διαφορικά 
εκφρασμένων γονιδίων τα οποία είναι εύκολο να αναπαραχθούν. Ωστόσο, η επαναληψιμότητα δεν 
συνεπάγεται και την ακρίβεια και το ζήτημα του αν θα χρησιμοποιηθεί η αλλαγή διπλώματος για να 
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βρεθούν τα  διαφορικά εκφρασμένα γονίδια είναι κυρίως βιολογικό παρά στατιστικό πρόβλημα (Witten 
and Tibshirani, 2007). 
 
3.2.1 Έλεγχος t (t-test) 
 
Το t-test αξιολογεί αν οι μέσες τιμές μεταξύ δύο ομάδων έχουν στατιστικά σημαντικές διαφορές. Το t-
test ενός δείγματος (one sample t-test) είναι μια στατιστική μέθοδος που χρησιμοποιείται για τον 
προσδιορισμό της διαφοράς μέσων τιμών μεταξύ των δειγμάτων με γνωστή ή υποθετικά γνωστή τη 
μέση τιμή του πληθυσμού. Η μηδενική υπόθεση υποθέτει ότι δεν υπάρχουν σημαντικές διαφορές 
μεταξύ των δειγμάτων και της μέσης τιμής του πληθυσμού. Σε πραγματικές εφαρμογές το t-test ενός 
δείγματος χρησιμοποιείται για τον έλεγχο στατιστικών διαφορών σε ζεύγη παρατηρήσεων, είτε 
μετρώντας το ίδιο δείγμα (για παράδειγμα, ένα άτομο πριν και μετά την θεραπεία) ή, γενικότερα, όταν 
τα δείγματα με κάποιο τρόπο ομαδοποιούνται (ζευγαρωτές παρατηρήσεις): 
 
1 2 DX X X                                                                                             (1) 








                                                                                                (2) 
 
Σε αυτή την ανάλυση, οι δείκτες 1 και 2 παριστάνουν τις δύο καταστάσεις, η διαφορά των μέσων τιμών 
υποτίθεται ότι είναι μηδέν, σύμφωνα με τη μηδενική υπόθεση. Ο εκτιμητής t συγκρίνεται με την 
κατανομή t με n-1 βαθμούς ελευθερίας. 
 Το t-test δύο δειγμάτων (two sample t-test) χρησιμοποιείται για να συγκρίνει τις μέσες τιμές δυο 
ανεξάρτητων πληθυσμών. Η μηδενική υπόθεση υποθέτει ότι οι μέσες τιμές των δύο πληθυσμών είναι 












                                                                                  (3) 
όπου η διακύμανση Sp δίνεται από την εξίσωση: 











                                                                   (4) 
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Ο εκτιμητής t συγκρίνεται με την κατανομή t με n1+n2-2 βαθμούς ελευθερίας. Στην περίπτωση που οι 
διακυμάνσεις είναι άνισες, προκειμένου να ελεγχθεί η ισότητα του πληθυσμού ο εκτιμητής t 




















                                                                                                 (6) 
Ωστόσο, στην περίπτωση αυτή η ασυμπτωτική κατανομή είναι δύσκολο να βρεθεί και μία προσέγγιση 
είναι να χρησιμοποιηθεί μια t-κατανομή με βαθμούς ελευθερίας οι οποίοι δίνονται από τον τύπο: 
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Ένα σημαντικό μειονέκτημα του ελέγχου t για την ανάλυση δεδομένων των μικροσυστοιχιών είναι ότι 
τα περισσότερα πειράματα μικροσυστοιχιών περιέχουν λίγα δείγματα σε κάθε ομάδα (n1 και n2) οπότε 
δεν ισχύει η υπόθεση της κανονικότητας. Έτσι, αρκετές εναλλακτικές μέθοδοι έχουν προταθεί στη 
βιβλιογραφία για τον έλεγχο t. 
 
3.2.2 Μέθοδοι Αναδειγματοληψίας (Resampling methods) 
 
Η αναδειγματοληψία Βootstrap (Efron, 1982; Efron and Tibshirani, 1993) είναι μια στατιστική μέθοδος 
για την εκτίμηση της κατανομής του εκτιμητή με δειγματοληψία με αντικατάσταση από το αρχικό 
δείγμα. Η Βootstrap αποτελεί μια ιδανική εναλλακτική μέθοδο όταν δεν είναι διαθέσιμη η δειγματική 
κατανομή ή όταν είναι διαθέσιμοι οι μαθηματικοί τύποι αλλά δεν ικανοποιούνται οι κατάλληλες 
υποθέσεις (π.χ. μικρό μέγεθος  δείγματος ή μη-κανονική κατανομή). Η ακρίβεια της Βootstrap 
εξαρτάται από τον αριθμό των παρατηρήσεων στο αρχικό δείγμα και τον αριθμό των επαναλήψεων. 
Μια μικρή δειγματοληψία είναι επαρκής για να υπολογίσει το τυπικό σφάλμα αλλά χρειάζεται 
μεγαλύτερο δείγμα για την κατασκευή ενός 95% διαστήματος εμπιστοσύνης. Υπάρχουν διάφορες 
μέθοδοι για την κατασκευή ενός διαστήματος εμπιστοσύνης από Βootstrap, όπως είναι η κανονική 
μέθοδος προσέγγισης (normal approximation method), η μέθοδος διόρθωσης του σφάλματος (the bias 
corrected method), η μέθοδος ποσοστημορίων (percentile method) και η μέθοδος ποσοστημορίου t (t-
percentile method) (Efron, 1987). Γενικά, επαναλήψεις της τάξης των 1.000 παράγουν πολύ ακριβείς 
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εκτιμήσεις, αν και μπορεί να χρειαστούν περισσότερες για την ακριβή εκτίμηση του p-value. Μόνο 50-
200 επαναλήψεις απαιτούνται για την εκτίμηση των τυπικών σφαλμάτων, αν και αυτό μπορεί να έχει 
επιπτώσεις στις μεθόδους μετα-ανάλυσης (βλέπε Κεφάλαιο 4). Διάφορες μέθοδοι έχουν προταθεί για 
την εκτίμηση του επαρκούς αριθμού επαναλήψεων (Andrews and Buchinsky, 2000; Davidson and 
MacKinnon, 2000). Η Βootstrap έχει εφαρμοστεί σε πειράματα μικροσυστοιχιών και εμπειρικά στοιχεία 
δείχνουν ότι παράγει ακριβείς εκτιμήσεις, τουλάχιστον για μέτρια μεγέθη δειγμάτων (Meuwissen and 
Goddard, 2004). Για πραγματικά μικρά μεγέθη δείγματος (δηλαδή <10), διάφορες τροποποιήσεις στην 
τυποποιημένη μέθοδο Βootstrap έχουν προταθεί (Jiang and Simon, 2007; Neuhauser and Jockel, 2006). 
 Μια διαφορετική μέθοδος αναδειγματοληψίας είναι ο έλεγχος μετάθεσης (permutation test). 
Αυτό είναι ένα είδος ελέγχου της στατιστικής σημαντικότητας στην οποία η κατανομή του στατιστικού 
κάτω από τη μηδενική υπόθεση προκύπτει από τον υπολογισμό όλων των πιθανών τιμών του 
στατιστικού μετά από ανακατατάξεις των ετικετών των παρατηρήσεων. Αν κάτω από τη μηδενική 
υπόθεση οι ετικέτες είναι ανταλλάξιμες, οι προκύπτοντες έλεγχοι παράγουν ακριβή επίπεδα 
σημαντικότητας. Στη συνέχεια, υπολογίζονται τα διαστήματα εμπιστοσύνης από τους ελέγχους. Η 
θεωρία του ελέγχου μετάθεσης έχει αναπτυχθεί από τον Fisher και Pitman στη δεκαετία του 1930 και 
μια πρόσφατη ανασκόπηση έγινε από τον Kaiser (Kaiser, 2007). Για μικρά δείγματα, όλοι οι πιθανοί 
συνδυασμοί μπορούν να μετρηθούν. Ωστόσο, για μέγεθος δείγματος μεγαλύτερο από 15, ένα τυχαίο 
δείγμα μετάθεσης χρησιμοποιείται αντ 'αυτού, και γι’αυτό το λόγο προέκυψε το όνομα μετάθεση Μόντε 
Κάρλο. Μια σημαντική υπόθεση στην οποία βασίζεται ο έλεγχος μετάθεσης είναι ότι κάτω από την 
μηδενική υπόθεση οι παρατηρήσεις είναι ανταλλάξιμες. Συνέπεια αυτού είναι ότι οι έλεγχοι της 
διαφοράς των μέσων τιμών (π.χ. t-test) απαιτούν ίση διακύμανση. Από την άποψη αυτή, ο έλεγχος 
μετάθεσης t έχει την ίδια αδυναμία όπως ο κλασικός έλεγχος t. Γενικά, ο έλεγχος μετάθεσης υπολογίζει 
μια τιμή p (p-value) με απαρίθμηση των περιπτώσεων στις οποίες το στατιστικό είναι μεγαλύτερο από 
το παρατηρηθέν. Έτσι, απαιτείται ένας μεγάλος αριθμός επαναλήψεων της τάξης των 1000 ή και 
περισσότερο. Οι έλεγχοι μετάθεσης έχουν χρησιμοποιηθεί για την ανάλυση των δεδομένων των 
μικροσυστοιχιών (Tsai et al., 2003). Στην περίπτωση που το μέγεθος του δείγματος είναι πολύ μικρό, ο 
αριθμός των διακριτών μεταθέσεων μπορεί να περιοριστεί σημαντικά και έχει προταθεί ο συνδυασμός 
στατιστικών μεθόδων μετάθεσης για κάθε γονίδιο. Ωστόσο, δεδομένου ότι η κατανομή στη μηδενική 
υπόθεση των στατιστικών υπό μετάθεση δεν είναι η ίδια για όλα τα γονίδια, αυτό μπορεί να έχει 
αρνητικό αντίκτυπο στην εκτίμηση  του p-value (Yang and Churchill, 2007). 
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 H μέθοδος Βootstrap και η μέθοδος μετάθεσης είναι άμεσα διαθέσιμες στα κυριότερα 
στατιστικά πακέτα όπως το Stata (StataCorp, 2013) και η R (R Core Team, 2016). Υπάρχουν διάφορες 
υλοποιήσεις της μεθόδου Βootstrap στο Stata (εντολή Βootstrap) και στην R (εντολή boot). Ο έλεγχος 
με μετάθεση μπορεί να γίνει επίσης με τη χρήση των εντολών permute και permtest (για ζεύγη 
παρατηρήσεων) στο Stata, καθώς και με την εντολή perm στο R. Στην παρούσα διατριβή υλοποιήθηκαν 
δυο προγράμματα που εφαρμόζουν τον έλεγχο Βootstrap και τον έλεγχο μετάθεσης για δεδομένα από 
μικροσυστοιχίες στο στατιστικό πακέτο Stata. Όλα τα απαραίτητα στοιχεία που χρειάζονται για την 
εκτέλεση των εντολών αυτών βρίσκονται διαθέσιμα στο ευρύ κοινό μέσω της ιστοσελίδας 
www.compgen.org/tools/microarrays. 
 
3.2.3 Μπεϋζιανές Μέθοδοι (Bayesian methods) 
 
Οι Μπεϋζιανές μέθοδοι παρέχουν ένα ελκυστικό πλαίσιο σχετικά με το χειρισμό των περισσότερων 
προβλημάτων που ανακύπτουν κατά την ανάλυση των δεδομένων των μικροσυστοιχιών. Αρκετές 
Μπεϋζιανές μέθοδοι έχουν αναπτυχθεί για να αντικαταστήσουν τον έλεγχο t, ο οποίος είναι μια από τις 
απλούστερες και ευρέως χρησιμοποιούμενες στατιστικές μεθόδους στην ανάλυση των δεδομένων 
έκφρασης από μικροσυστοιχίες. Οι διάφορες Μπεϋζιανές μέθοδοι έχουν κάποια κοινά χαρακτηριστικά 
μεταξύ τους, αλλά έχουν επίσης σημαντικές διαφορές ανάλογα με τα κριτήρια που χρησιμοποιούν, 
ιδιαίτερα στη γνώση της εκ των προτέρων κατανομής (prior distribution) των υπερπαραμέτρων. 
Επιπλέον, ορισμένες από τις μεθόδους αυτές είναι προσανατολισμένες ως προς τον έλεγχο υποθέσεων 
στηριζόμενες στον παράγοντα Bayes για να συγκρίνουν τη μηδενική έναντι της εναλλακτικής υπόθεσης 
(Gönen et al., 2005; Gottardo et al., 2003; Rouder et al., 2009; Wang and Liu, 2015). Άλλες μέθοδοι 
προσανατολίζονται προς την εκτίμηση των παραμέτρων που μας ενδιαφέρουν και υπολογίζουν 
διαστήματα αξιοπιστίας, όπως για παράδειγμα για τη διαφορά των μέσων τιμών (Kruschke, 2013; 
Wetzels et al., 2009). Ένα από τα πλεονεκτήματα του ελέγχου t είναι η απλότητά του, η οποία επιτρέπει 
σε πολλές περιπτώσεις τον υπολογισμό μιας έκφρασης κλειστής μορφής, ειδικά για τον παράγοντα 
Bayes (Gönen et al., 2005; Gottardo et al., 2003; Rouder et al., 2009; Wang and Liu, 2015). Ένα άλλο 
σημαντικό πλεονέκτημα των Μπεϋζιανών μεθόδων είναι ότι εντός του Μπεϋζιανού πλαισίου, δεν 
μπορεί κανείς να ενσωματώσει μόνο την αβεβαιότητα σχετικά με τις παραμέτρους και το μικρό μέγεθος 
του δείγματος, αλλά και των πολλαπλών ελέγχων, το οποίο είναι πολύ σημαντικό στην ανάλυση 
μικροσυστοιχιών (Fox and Dimmic, 2006; Gonen, 2010; Gottardo et al., 2003). 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
06/06/2020 00:52:21 EEST - 137.108.70.13
  57  
 
 Υπάρχουν πολλές εφαρμογές λογισμικού που διατίθενται για τις προαναφερθείσες Μπεϋζιανές 
μεθόδους. Για παράδειγμα, η μέθοδος Bayes Factor των Rouder και συνεργάτων (Rouder et al., 2009), η 
οποία είναι γνωστή και ως έλεγχος t τύπου Jeffreys–Zellner–Siow (JZS), και είναι διαθέσιμη στην 
ιστοσελίδα: http://pcl.missouri.edu/ bayesfactor, καθώς και σε ένα πακέτο της R (https://cran.r-
project.org/web/packages/BayesFactor/index.html). Ο έλεγχος t τύπου Savage-Dickey (SD) που 
προτάθηκε από τον Wetzels και τους συνεργάτες του (Wetzels et al., 2009) είναι εμπνευσμένος από τον 
έλεγχο t-JZS και διατηρεί τις βασικές του ιδιότητες. Χρησιμοποιείται όμως σε ένα πιο ευρύ φάσμα 
στατιστικών προβλημάτων διότι επιτρέπει στους ερευνητές να ελέγξουν αν υπάρχουν περιορισμοί και 
έχει εφαρμογή σε καταστάσεις δύο δειγμάτων με άνιση διακύμανση. Ο έλεγχος t-SD είναι διαθέσιμος 
σε ένα πακέτο της R που χρησιμοποιεί το πρόγραμμα WinBUGS (http://www.ruudwetzels.com/sdtest). 
Τέλος, η μέθοδος BEST (Μπεϋζιανή εκτίμηση που αντικαθιστά τον έλεγχο t/Bayesian Estimation 
Supersedes the t-test) παρέχει μια εναλλακτική λύση για Μπεϋζιανο έλεγχο t παρέχοντας πολύ πιο 
πλούσια πληροφορία από ένα απλό p-value, όπως πλήρη διαστήματα αξιοπιστίας για το μέγεθος 
επίδρασης, τη διαφορά της μέσης τιμής μεταξύ των ομάδων, τη διαφορά των τυπικών αποκλίσεων και 
την κανονικότητα των δεδομένων μεταξύ των ομάδων (Kruschke, 2013). Η μέθοδος BEST είναι 
υλοποιημένη στην R (http://www.indiana.edu/~kruschke/BEST/) και είναι διαθέσιμη διαδικτυακά στην 
ιστοσελίδα (http://sumsar.net/best_online/). Επιπλέον, η μέθοδος BEST υλοποιείται και στο πακέτο 
Bayesian First Aid package (https://github.com/rasmusab/bayesian_first_aid) που έχει ως στόχο να 
παρέχει φιλικές προς το χρήστη παραλλαγές των Μπεϋζιανών μεθόδων με τις πιο ευρέως 
χρησιμοποιούμενες εντολές για εκτίμηση των Μπεϋζιανών παραμέτρων. 
 
3.2.4 Έλεγχος t με ποινή (Penalized t-test) 
 
Όπως έχουμε ήδη αναφέρει, o κλασικός έλεγχος t δεν συνιστάται για πειράματα μικροσυστοιχιών 
επειδή μια μεγάλη τιμή του εκτιμητή t μπορεί να προκύψει από μια εξωπραγματικά μικρή τιμή της 
διακύμανσης. Γονίδια με μικρές διακυμάνσεις, πιθανώς λόγο του πολύ μικρού μεγέθους δείγματος, 
έχουν μεγάλη πιθανότητα  να δώσουν ένα μεγάλο εκτιμητή t ακόμη και αν δεν εκφράζονται διαφορικά. 
Εναλλακτικές μέθοδοι έχουν προταθεί, προκειμένου να αντιμετωπιστούν τα προβλήματα αυτά. Οι 
περισσότερες από αυτές τις μεθόδους χαρακτηρίζονται από μια εμπειρική Μπεϋζιανή αιτιολόγηση, και 
ως εκ τούτου μοιράζονται πολλά κοινά χαρακτηριστικά με τις Μπεϋζιανές μεθόδους. Άλλες μέθοδοι 
αποτελούνται κυρίως από ad-hoc τροποποιήσεις. Σε κάθε περίπτωση, όλες αυτές οι μέθοδοι 
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εφαρμόζουν διάφορα είδη τροποποίησης του παρονομαστή στον τύπο του ελέγχου t αυξάνοντας με 
αυτό τον τρόπο τη διακύμανση (Kooperberg et al., 2005). Έτσι, όλοι έχουν συνήθως την ίδια ερμηνεία 
με τον κλασικό έλεγχο t. Οι Baldi και Long ήταν οι πρώτοι οι οποίοι είχαν προτείνει Μπεϋζιανές 
μεθόδους στον έλεγχο t στο πλαίσιο των πειραμάτων μικροσυστοιχιών (Baldi and Long, 2001; Kayala 
and Baldi, 2012) αλλά προτίμησαν να αναπτύξουν μια εμπειρική Μπεϋζιανή μέθοδο ελέγχου t με 
διακύμανση ίση με: 














                                                                              (8) 
Η μέθοδος αυτή είναι διαθέσιμη στην ιστοσελίδα Cyber-T (http://cybert.ics.uci.edu/) και στην R 
(http://cybert.ics.uci.edu/). Η παράμετρος ν0 αντιπροσωπεύει το βαθμό εμπιστοσύνης στη διακύμανση 
σ02 σε σχέση με την εμπειρική διακύμανση. Στην Cyber-T, η τιμή των ν0 είναι καθορισμένη από το 
χρήστη. Όσο μικρότερη είναι η τιμή n, τόσο μεγαλύτερη είναι η τιμή ν0. Ένας απλός κανόνας είναι να 
υποθέσουμε ότι K> 2 για να εκτιμηθεί σωστά η τυπική απόκλιση και να θέσουμε n + ν0 = K. Αυτό 
επιτρέπει μια πιο ευέλικτη αντιμετώπιση των καταστάσεων στις οποίες ο αριθμός n των διαθέσιμων 
δεδομένων ποικίλλει από γονίδιο σε γονίδιο. Η προεπιλεγμένη τιμή του Κ είναι 10. Συγκεκριμένα, με τη 
χρήση αυτής της προσέγγισης, η εμπειρική διακύμανση εξαρτάται από τις ν0 “ψευδο-παρατηρήσεις” με 
διακύμανση σ02. Για σ0, κάποιος θα μπορούσε να χρησιμοποιήσει την τυπική απόκλιση ολόκληρου του 
συνόλου δεδομένων ή από συγκεκριμένες κατηγορίες γονιδίων. Η μέθοδος Cyber-T χρησιμοποιεί μια 
ευέλικτη προσέγγιση σύμφωνα με την οποία η τυπική απόκλιση εκτιμάται, με τη συγκέντρωση όλων 
των γειτονικών γονιδίων που περιέχονται σε ένα παράθυρο του μεγέθους w (η προεπιλεγμένη τιμή του 
w είναι 101, που αντιστοιχεί σε 50 γονίδια σε εκατέρωθεν του γονιδίου υπό ανάλυση). 
 Μια άλλη εμπειρική Μπεϋζιανή μέθοδος είναι η μέθοδος των Lönnstedt και Speed (Lönnstedt 
and Speed, 2002), η οποία χρησιμοποιεί την τροποποιημένη διακύμανση: 
2 2
LSS a S                                                                                                    (9) 
στην οποία η ποινή α υπολογίζεται από τη μέση τιμή και την τυπική απόκλιση του δείγματος με 
διακυμάνσεις S. Αργότερα, ο Smyth (Smyth, 2005) πρότεινε μια παραλλαγή του τύπου αυτού, η οποία 













                                                                                      (10) 
Τα d0 και s0 υπολογίζονται από τα δεδομένα με τη μέθοδο των ροπών (method of moments) 
χρησιμοποιώντας μια εμπειρική Μπεϋζιανή προσέγγιση. Η μέθοδος limma είναι μία από τις πιο ευρέως 
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χρησιμοποιούμενες μεθόδους στην εύρεση διαφορικά εκφρασμένων γονιδίων και είναι διαθέσιμη ως 
πακέτο Bioconductor στην R (http://bioinf.wehi.edu.au/limma). Οι μέθοδοι των Tusher και συνεργατών 
(Tusher et al., 2001) και Efron και συνεργατών (Efron et al., 2001) χρησιμοποιούνται επίσης ως έλεγχοι 
t με ποινή: 
SAMS a S                                                                                                    (11) 
Η μέθοδος αυτή διαφέρει ελαφρώς από τις προηγούμενες στο γεγονός ότι η ποινή α εφαρμόζεται στην 
τυπική απόκλιση S και όχι στη διακύμανση S2 του δείγματος. Ο Tusher οι και συνεργάτες του (Tusher et 
al., 2001) στη μέθοδο «Ανάλυση Σημαντικότητας των Μικροσυστοιχιών (Significance Analysis of 
Microarrays- SAM)», επέλεξαν το α έτσι ώστε να ελαχιστοποιηθεί ο συντελεστής διακύμανσης των 
απολύτων τιμών t ενώ ο Efron και οι συνεργάτες του (Efron et al., 2001) χρησιμοποίησαν το α ως το 90ο 
εκατοστημόριο των τιμών της τυπικής απόκλισης S. Αυτές οι επιλογές βασίζονται σε εμπειρικές και όχι 
σε θεωρητικές εκτιμήσεις. Η μέθοδος SAM είναι μια από τις παλαιότερες και ευρέως 
χρησιμοποιούμενες μεθόδους και είναι διαθέσιμη ως πρόσθετη εντολή στο Excel στη διεύθυνση 
http://statweb.stanford.edu/~tibs/SAM/, ενώ επιπλέον είναι υλοποιημένη σε διάφορα πακέτα της R 
(samr, ema). 
 Η μέθοδος Ανάλυσης Κατάταξης των Δεδομένων των Μικροσυστοιχιών (Ranking Analysis of 
Microarray data-RAM) χρησιμοποιεί ένα άλλο είδος κανονικοποίησης, η οποία βασίζεται στην 
παρατήρηση ότι, ακόμη και όταν το μέγεθος του δείγματος είναι μικρό, χρησιμοποιώντας τον 
τροποποιημένο έλεγχο t, το αποτέλεσμα μπορεί είναι ακόμα αρκετά ισχυρό (Tan et al., 2006). 
Ειδικότερα, το μικρό μέγεθος του δείγματος οδηγεί συχνά σε αδικαιολόγητα μεγάλη τιμή του α η οποία 
κυριαρχεί στον εκτιμητή t και κατά συνέπεια μειώνεται η ισχύς της ανάλυσης. Έτσι, οι συγγραφείς 
πρότειναν: 




S if X S
S
S otherwise
   
 

                                                                           (12) 
Η μέθοδος RAM βασίζεται στις συγκρίσεις μεταξύ ενός συνόλου καταταγμένων εκτιμητών t και ένα 
σύνολο καταταγμένων Ζ-τιμών (ένα σύνολο καταταγμένων εκτιμήσεων για τη μηδενική υπόθεση) τα 
οποία προέκυψαν από μια προσέγγιση τυχαίου διαχωρισμού (“randomly splitting”), αντί της 
προσέγγισης με μετάθεση που χρησιμοποιείται από τη μέθοδο SAM. Τα αποτελέσματα που προκύπτουν 
από προσομοίωση και από πραγματικά δεδομένα μικροσυστοιχιών έδειξαν ότι η μέθοδος RAM είναι 
πιο αποτελεσματική στην εύρεση διαφορικά εκφρασμένων γονιδίων σε περιπτώσεις με μικρό μέγεθος 
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δείγματος, μεγάλο παράγοντα παραποίηση (fudge factor) ή ύπαρξης θορύβου, σε σύγκριση με τη 
μέθοδο SAM. 
 Οι παραλλαγές του ελέγχου t έχουν αρκετά πλεονεκτήματα. Πιο συγκεκριμένα, υπολογίζονται 
εύκολα, έχουν μια φυσική ερμηνεία, και είναι λιγότερο υπολογιστικά χρονοβόρες σε σύγκριση με τις 
Μπεϋζιανές μεθόδους και τις μεθόδους αναδειγματοληψίας. Επιπλέον, οι μελέτες προσομοίωσης 
(Witten and Tibshirani, 2007) έχουν δείξει ότι οι παραλλαγές του ελέγχου t είναι καλύτερες από τον 
κλασικό έλεγχο t για την ανίχνευση των διαφορικά εκφρασμένων γονιδίων, ακόμη και όταν το μέγεθος 
του δείγματος είναι πολύ μικρό (n<10). Οι έλεγχοι t με ποινή μπορούν επίσης να επεκταθούν με 
διάφορους τρόπους και να εφαρμοστούν και σε πιο γενικές πειραματικές καταστάσεις. Ένα μειονέκτημα 
των μεθόδων αυτών είναι ότι η μηδενική κατανομή του τροποποιημένου t δεν είναι γνωστή. Οι Baldi 
και Long (Baldi and Long 2001), καθώς και ο Smyth (Smyth, 2005), βασίζονται σε μια τροποποιημένη 
κατανομή t με προσαρμοσμένους βαθμούς ελευθερίας. Από την άλλη πλευρά, μέθοδοι όπως η SAM 
χρησιμοποιούν μεταθέσεις προκειμένου να υπολογιστεί το False Discovery Rate (FDR) το οποίο θα 
αναλυθεί εκτενώς στο επόμενο Κεφάλαιο. 
 
3.2.5 Άλλες μέθοδοι 
 
Όπως έχουμε ήδη αναφέρει νωρίτερα, πολλές μελέτες μικροσυστοιχιών εκτιμούν τη διαφορική έκφραση 
των γονιδίων βασισμένες αποκλειστικά στην αλλαγή διπλώματος. Από την άλλη πλευρά, οι παραλλαγές 
του ελέγχου t αποδίδουν καλύτερα παρέχοντας εκτιμήσεις της στατιστικής σημαντικότητας των 
γονιδίων. Ωστόσο, ακόμη και αυτοί οι σύγχρονοι στατιστικοί έλεγχοι επιτρέπουν γονίδια με σχετικά 
μικρή αλλαγή διπλώματος να θεωρούνται στατιστικά σημαντικά κατά εξαιτίας του πολύ μικρού 
παρονομαστή του εκτιμητή t. 
Ως εκ τούτου, γίνεται ολοένα και πιο έντονη συζήτηση στη βιβλιογραφία, έτσι ώστε να βρεθούν 
διαφορικά εκφρασμένα γονίδια τα οποία να πληρούν και τα δύο κριτήρια: του p-value και της αλλαγής 
διπλώματος. Αρκετοί συγγραφείς επισημαίνουν ότι τα σημαντικά γονίδια είναι αυτά που έχουν ένα 
αποδεκτό επίπεδο στατιστικής σημαντικότητας και στη συνέχεια, κατατάσσονται ως σημαντικά γονίδια 
ανάλογα με την τιμή της αλλαγής του διπλώματος (για μια αυθαίρετη τιμή κατωφλίου). Υπάρχουν 
επίσης συγγραφείς που εφαρμόζουν μια αυθαίρετη τιμή κατωφλίου για την αλλαγή διπλώματος και στη 
συνέχεια κατατάσσουν τα γονίδια σύμφωνα με την τιμή του p-value. Άλλοι συγγραφείς δηλώνουν 
γονίδια ως διαφορικά εκφρασμένα αν αυτά έχουν ταυτόχρονα μια τιμή στην αλλαγή διπλώματος 
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μεγαλύτερη από μία δεδομένη τιμή κατωφλίου και ικανοποιείται και το κριτήριο για την τιμή του p-
value. Τέτοια συνδυαστικά κριτήρια μπορούν να προσδιορίσουν καλύτερα σύνολα γονιδίων με 
βιολογική σημασία και να παρέχουν ακόμη καλύτερα αποτελέσματα στις συγκρίσεις γονιδίων εντός της 
ίδιας πλατφόρμας σε αντίθεση με τη σύγκριση μόνο με την τιμή της αλλαγής του διπλώματος ή της 
τιμής του p-value (McCarthy and Smyth, 2009). 
Η μέθοδος TREAT (έλεγχος t σχετικός με ένα κατώφλι) είναι μια επέκταση της εμπειρικής 
Μπεϋζιανής παραλλαγής του ελέγχου t που προτάθηκε από τον Smyth (δηλαδή η μέθοδος limma), και 
μπορεί να χρησιμοποιηθεί για να δοκιμαστεί εάν η πραγματική διαφορική γονιδιακή έκφραση είναι 
μεγαλύτερη από μία δεδομένη τιμή κατωφλίου. Στον έλεγχο συμπεριλαμβάνεται μια τιμή κατωφλίου 
για την αλλαγή διπλώματος και επιτυγχάνονται αξιόπιστες τιμές p-value για τον εντοπισμό γονιδίων με 
διαφορική έκφραση (McCarthy and Smyth, 2009). Η μέθοδος TREAT έχει αποδειχθεί ότι αποδίδει καλά 
και σε πραγματικά δεδομένα και σε δεδομένα προσομοίωσης. 
Παρόμοιες θεωρήσεις έχουν οδηγήσει στην ανάπτυξη της μεθόδου σταθμισμένης διαφοράς 
μέσων τιμών (WAD) για την κατάταξη των διαφορικά εκφρασμένων γονιδίων (Kadota et al., 2008). Οι 
συγγραφείς παρατήρησαν ότι ορισμένα γονίδια τα οποία βρέθηκαν ψευδώς διαφορικά εκφρασμένα 
τείνουν να εμφανίζουν χαμηλότερα επίπεδα έκφρασης. Με τον τρόπο αυτό, τα πραγματικά διαφορικά 
εκφρασμένα γονίδια δεν μπορούν να προσδιοριστούν επειδή το σχετικό σφάλμα αυξάνεται σε 
χαμηλότερες εντάσεις σήματος. Η μέθοδος WAD χρησιμοποιεί τη διαφορά της μέσης τιμής της 
γονιδιακής έκφρασης και της μέση τιμής της σχετικής έντασης του σήματος κατά τέτοιο τρόπο ώστε 















                                                          (13) 
όπου  1 2 2X X X   και το max (ή min) δείχνει τη μέγιστη τιμή ή την ελάχιστή τιμή στο διάνυσμά  
X της διαφοράς των μέσω τιμών έκφρασης μεταξύ των p γονίδιων που αναλύθηκαν (σε λογαριθμική 
κλίμακα). Η μέθοδος WAD συγκρίθηκε με διάφορες άλλες μεθόδους και τα αποτελέσματα έδειξαν ότι 
υπερτερεί όσον αφορά τόσο την ευαισθησία όσο και την ειδικότητα. 
Τέλος, η μέθοδος RankProduct (RP) βασίζεται στον υπολογισμό των γινομένων των βαθμών 
κατάταξης από την επανάληψη των πειραμάτων, με ένα γρήγορο και απλό τρόπο. Η μέθοδος αυτή 
αποσκοπεί στην μείωση των προαναφερθέντων προβλημάτων χρησιμοποιώντας την αλλαγή του 
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διπλώματος των γονιδίων και παρέχοντας ταυτόχρονα μια εκτίμηση της στατιστικής σημαντικότητας. Η 
μέθοδος RP είναι ουσιαστικά μια μη-παραμετρική μέθοδος για την ανίχνευση των διαφορικά 
εκφρασμένων γονιδίων σε πειράματα μικροσυστοιχιών (Breitling et al., 2004; Breitling and Herzyk, 
2005). Τα γονίδια κατατάσσονται σύμφωνα με την τιμή της αλλαγής του διπλώματος και στη συνέχεια 
η ανάλυση γίνεται ξεχωριστά για τα υπερ-εκφρασμένα και τα υπο-εκφρασμένα γονίδια. Για 
παράδειγμα, όσον αφορά το υπερ-εκφρασμένο γονίδιο g με i = 1, 2, ... k επαναλήψεις, το γινόμενο των 







RP r                                                                                          (14) 
Η μέθοδος RP είναι διαθέσιμη ως πακέτο στην R (RankProd) και υποστηρίζεται επίσης και διαδικτυακά 
μέσω του εργαλείου RankProdIt στην ιστοσελίδα (http://strep-
microarray.sbs.surrey.ac.uk/RankProducts/). 
Στο Κεφάλαιο αυτό παρουσιάστηκε μια ανασκόπηση όλων των μεθοδολογιών που 
χρησιμοποιούνται για τον προσδιορισμό της στατιστικής σημαντικότητας των γονιδίων από μελέτες 
μικροσυστοιχιών DNA. Πολλές από αυτές τις μεθόδους θα τις δούμε και στο επόμενο Κεφάλαιο γιατί 
μπορούν να γενικευτούν και να χρησιμοποιηθούν και ως μέθοδοι μετα-ανάλυσης με σκοπό την εύρεση 
διαφορικά εκφρασμένων γονιδίων από περισσότερες από μια μελέτες μικροσυστοιχιών που ερευνούν το 
ίδιο βιολογικό ερώτημα. Η ανασκόπηση των μεθόδων ανάλυσης και η υλοποίηση των μεθόδων 
ανάλυσης που παρουσιάστηκαν στο παρόν Κεφάλαιο έχει δημοσιευθεί ως Κεφάλαιο στο επιστημονικό 
βιβλίο Methods in Molecular Βiology (Kontou et al., 2016a). 
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Κεφάλαιο 4 
Μεθοδολογία Μετα-Ανάλυσης Δεδομένων Γονιδιακής Έκφρασης από  
Μικροσυστοιχίες DNA 
 
Η τεχνολογία των μικροσυστοιχιών είναι ένα ευρέως χρησιμοποιούμενο εργαλείο για την ταυτόχρονη 
ανάλυση της έκφρασης χιλιάδων γονιδίων με αποτέλεσμα τη ραγδαία παραγωγή συνόλων δεδομένων 
γονιδιακής έκφρασης τα οποία χρειάζονται περαιτέρω ανάλυση. Η μεθοδολογία της μετα-ανάλυσης 
μπορεί να χρησιμοποιηθεί στην τεχνολογία των μικροσυστοιχιών έτσι ώστε να συνδυαστούν τα 
αποτελέσματα των επιμέρους μελετών ή πειραμάτων για να εξαχθεί ένα τελικό συμπέρασμα. Συνήθως η 
μετα-ανάλυση σε δεδομένα γονιδιακής έκφρασης χρησιμοποιείται για την εύρεση γονιδίων τα οποία 
εκφράζονται διαφορικά (differentially expressed) μεταξύ παθολογικών και φυσιολογικών καταστάσεων.  
Σήμερα, οι βάσεις δεδομένων GEO (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) και ArrayExpress 
(https://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/) παρέχουν τα κανονικοποιημένα αλλά και τα ανεπεξέργαστα 
δεδομένα από ένα πλήθος πειραμάτων μικροσυστοιχιών από διάφορους οργανισμούς, επιτρέποντας με 
τον τρόπο αυτό τη σύγκριση των προφίλ γονιδιακής έκφρασης. Στην παρακάτω ενότητα, παρέχουμε 
έναν πρακτικό οδηγό για τα βήματα που απαιτούνται προκειμένου να διεξαχθεί σωστά μια μετα-
ανάλυση δεδομένων μικροσυστοιχιών. 
 
4.1 Βήματα μετα-ανάλυσης μικροσυστοιχιών 
 
Βήμα 1: Επιλογή των κατάλληλων σετ δεδομένων μικροσυστοιχιών 
Το πρώτο και πιο σημαντικό βήμα σε μια πειραματική μελέτη μικροσυστοιχιών και μετέπειτα στη μετα-
ανάλυση είναι να αναφέρει σαφώς τους στόχους. Η μετα-ανάλυση επιτρέπει τον εντοπισμό διαφορικά 
εκφρασμένων γονιδίων μεταξύ πολλαπλών δειγμάτων από διαφορετικές μελέτες, τον εντοπισμό 
διαφορικά συν-εκφρασμένων γονιδίων και συμβάλλει στη δημιουργία δικτύων γενετικών 
αλληλεπιδράσεων. Το δεύτερο στάδιο της μετα-ανάλυσης είναι να θέσει τα κριτήρια επιλεξιμότητας 
των μελετών που θα συμπεριλάβει, είτε βιολογικά (π.χ., τύπος ιστού, ασθένεια) είτε τεχνικά (π.χ., τύπος 
μικροσυστοιχίας, τεχνολογική πλατφόρμα). Με βάση αυτά τα κριτήρια, πραγματοποιείται αναζήτηση 
στη βιβλιογραφία με τη χρήση των κατάλληλων όρων με σκοπό να ανακτηθούν οι σχετικές μελέτες. Οι 
μελέτες αυτές μπορούν να συμπληρωθούν επιπλέον από πειράματα μικροσυστοιχιών που βρίσκονται 
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διαθέσιμα σε δημόσιες βάσεις δεδομένων. Τα δεδομένα των μικροσυστοιχιών πρέπει να ακολουθούν το 
πρότυπο MIAME (Minimum Information About a Microarray Experiment) έτσι ώστε να μην υπάρχει 
πλεονάζουσα πληροφορία σχετικά με τα αποτελέσματα του πειράματος μικροσυστοιχιών (Brazma, 
Hingamp et al. 2001). 
 
Βήμα 2: Ανάκτηση δεδομένων μικροσυστοιχιών από τις μελέτες 
Τα γονίδια που βρέθηκαν να εκφράζονται διαφορικά σε μία δεδομένη μελέτη συνιστούν τη 
δημοσιευμένη λίστα γονίδιων (ΡGLs) τα οποία είτε περιλαμβάνονται στο κύριο κείμενο της 
δημοσίευσης είτε παρέχονται ως συμπληρωματικό υλικό. Οι πίνακες δεδομένων γονιδιακής έκφρασης 
(GEDM) περιέχουν τις τιμές έκφρασης του κάθε ανιχνευτή (probe) του γονιδίου για κάθε δείγμα. Ο 
πίνακας δεδομένων γονιδιακής έκφρασης δεν μπορεί να χρησιμοποιηθεί άμεσα για μετα-ανάλυση, λόγω 
των διαφορετικών αλγορίθμων που χρησιμοποιούνται για την επεξεργασία των ακατέργαστων 
δεδομένων στις αρχικές μελέτες, οι οποίες μπορεί να παράγουν ετερογενή και μη συγκρίσιμα 
αποτελέσματα. 
 
Βήμα 3: Προεπεξεργασία των συνόλων δεδομένων από διαφορετικές πλατφόρμες 
μικροσυστοιχιών 
Προκειμένου να διεξαχθεί μια σωστή ανάλυση όλων των διαφορετικών συνόλων δεδομένων, πρέπει να 
εξαλειφθεί η προκατάληψη (bias) που εισήγαγαν οι αλγόριθμοι επεξεργασίας δεδομένων. Για το σκοπό 
αυτό, θα πρέπει να ανακτηθούν τα αρχικά σετ δεδομένων, όπως τα αρχεία CEL και να μετατραπούν στη 
μορφή πίνακα δεδομένων γονιδιακής έκφρασης κατάλληλο για μετα-ανάλυση. Διαφορετικές μελέτες 
από την ίδια πλατφόρμα θα πρέπει να επεξεργαστούν χρησιμοποιώντας τον ίδιο αλγόριθμο. Σε 
περίπτωση που οι μελέτες που διεξήχθησαν χρησιμοποίησαν διαφορετικές πλατφόρμες, συνιστάται τα 
δεδομένα να επεξεργάζονται με συγκρίσιμους αλγόριθμους, προκειμένου να μπορούν να συνδυαστούν 
σωστά στη μετα-ανάλυση και να ελαχιστοποιηθεί η προκατάληψη λόγω της διαφορετικής επεξεργασίας 
των αρχικών δεδομένων. 
 
Βήμα 4: Αντιστοίχιση ανιχνευτών και γονιδίων 
Τα σύνολα δεδομένων χρησιμοποιούν ως σύμβολα/αναγνωριστικά γονιδίων τα ονόματα από τη βάση 
δεδομένων UniGene ή RefSeq και αναφέρονται συλλογικά ως GeneIDs. Πολλαπλοί ανιχνευτές (probes) 
μπορούν να υβριδοποιηθούν με το ίδιο GeneID. Για παράδειγμα μια εγγραφή γονιδίου στη UniGene 
αντιπροσωπεύει ένα σύμπλεγμα αλληλουχιών που αντιστοιχούν σε ένα μοναδικό γονίδιο. Αντίστροφα, 
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υπάρχουν μη ειδικοί ανιχνευτές οι οποίοι μπορούν να υβριδοποιούνται με πολλαπλά GeneIDs λόγω 
ατελούς εξειδίκευσης. Υπάρχουν επίσης ανιχνευτές με ανεπαρκείς πληροφορίες στην αλληλουχία τους 
που δεν μπορούν να υβριδοποιηθούν με οποιοδήποτε GeneID. Μία προσέγγιση για την επίλυση του 
προβλήματος "πολλά-προς-πολλά" στην αντιστοίχιση μεταξύ των ανιχνευτών και των γονιδίων είναι να 
περιληφθούν στη μετα-ανάλυση μόνο ανιχνευτές που συνδέονται με ένα μόνο γονίδιο και να 
αποκλειστούν οι  ανιχνευτές που συνδέονται με περισσότερα από ένα γονίδια. Ωστόσο, με αυτό τον 
τρόπο μπορεί να χαθεί σημαντική πληροφορία. Εναλλακτική προσέγγιση είναι είτε η χρήση του μέσου 
όρου των τιμών έκφρασης των ανιχνευτών που αντιστοιχούν στο ίδιο γονίδιο, είτε η χρήση της μέγιστης 
τιμής έκφρασης μεταξύ αυτών των ανιχνευτών. Κατά συνέπεια, συνιστάται η εφαρμογή της 
περιγραφικής στατιστικής προκειμένου να μειωθεί η σχέση "πολλά-προς-πολλά" σε "ένα-προς-ένα» 
μεταξύ των ανιχνευτών και των μοναδικών γονιδίων για κάθε μελέτη (Consortium et al., 2006; 
Ramasamy et al., 2008; Zeeberg et al., 2004). 
 
Βήμα 5: Επιλογή μεθόδου μετα-ανάλυσης 
Η επιλογή της μεθόδου μετα-ανάλυσης εξαρτάται από τον τύπο των δεδομένων (π.χ., δίτιμα δεδομένα, 
συνεχή δεδομένα, δεδομένα επιβίωσης). Η παρούσα ανασκόπηση θα επικεντρωθεί στη σύγκριση των 
μικροσυστοιχιών μεταξύ δυο καταστάσεων στις οποίες στόχος είναι να εντοπιστούν τα γονίδια που 
εκφράζονται διαφορικά μεταξύ των δύο διαφορετικών καταστάσεων. Σε αυτές τις περιπτώσεις, 
υπάρχουν τρεις γενικές κατηγορίες στατιστικών μεθόδων μετα-ανάλυσης που χρησιμοποιούν μεγέθη 
επίδρασης, p-value και βαθμούς κατάταξης. 
 
4.2 Μέθοδοι μετα-ανάλυσης 
 
4.2.1  Μέθοδος βασισμένη στο t-test 
 
Η πρώτη στατιστική μέθοδος που χρησιμοποιείται για μετα-ανάλυση είναι μια τυποποιημένη 
προσέγγιση με τη χρήση σταθερών ή τυχαίων επιδράσεων. Η μέθοδος t-test χρησιμοποιείται ευρέως στη 
μετα-ανάλυση δεδομένων από μικροσυστοιχίες (Choi et al., 2003). Ως μέγεθος επίδρασης 









                                                                                               (15) 
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όπου Χ1i και X2i είναι οι μέσες τιμές των δυο υπο μελέτη ομάδων (ελέγχου και αναφοράς) από τη 
σύγκριση της i μελέτης και Spi είναι η τυπική απόκλιση η οποία δίνεται από τον τύπο: 
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                                                                    (16) 
Στη βιβλιογραφία, η εκτίμηση του δείγματος της τυποποιημένης διαφορά μέσων τιμών αναφέρεται ως d 
του Cohen (Cohen, 1988).  Παρ’ όλα αυτά, το d έχει την τάση να υπερεκτιμάται σε μικρά δείγματα. 
Αυτή η προκατάληψη (bias) που εισήγαγε το d μπορεί να διορθωθεί χρησιμοποιώντας έναν άλλο 
εκτιμητή το λεγόμενο «Hedges’ g» ο οποίος παράγει μια περισσότερο αμερόληπτη εκτίμηση. Ένας 
παράγοντας διόρθωσης, που ονομάζεται J, χρησιμοποιείται για να μετατρέψει το d σε Hedges’ g. Παρά 
το γεγονός ότι υπάρχει ένας ακριβής τύπος για τον J, οι ερευνητές χρησιμοποιούν συχνά μια 
προσέγγιση η οποία δίνεται από την εξίσωση: gi =Jdi= di −3di/(4ni − 9). Η εκτιμώμενη διακύμανση του d 
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                                                         (17) 
Όταν χρησιμοποιείται το g τότε ισχύει var(g)=J2var(d). Σε κάθε περίπτωση είναι εύκολο να υπολογιστεί 
ένας συνολικός εκτιμητής d (ή g) από τις επιμέρους μελέτες: 














                                                                                           (18) 
Αυτή είναι η γνωστή εκτίμηση μετα-ανάλυσης με τη μέθοδο του σταθμίσματος με το αντίστροφο της 
διακύμανσης που χρησιμοποιείται στη μετα-ανάλυση με 21i iw s  (Normand, 1999; Petiti, 1994). Η 
παραπάνω μέθοδος υποθέτει ομοιογένεια της επίδρασης μεταξύ των μελετών κάτι το οποίο αποτελεί μια 
αδύναμη υπόθεση, ειδικά στην περίπτωση των μικροσυστοιχιών. Στην περίπτωση ύπαρξης ετερογένειας 
μεταξύ των μελετών, υποθέτουμε δηλαδή ότι η πραγματική επίδραση ποικίλλει μεταξύ των μελετών, 
 2 2~ ,i id N d s  και ως εκ τούτου, πρέπει να υπολογιστεί η μεταξύ των μελετών διακύμανση (τ2) 
(μοντέλο τυχαίων επιδράσεων). Η πιο συχνά χρησιμοποιούμενη μέθοδος για την εκτίμηση του τ2 είναι η 
μη επαναληπτική μέθοδος που προτείνεται από τους Dersimonian και Laird (DerSimonian and Laird, 
1986). Σε περίπτωση που ισχύει τ2 = 0, τότε οι εκτιμήσεις του μοντέλου τυχαίων επιδράσεων και του 
μοντέλου σταθερών επιδράσεων συμπίπτουν. Στην περίπτωση του μοντέλου τυχαίων επιδράσεων, τα 
βάρη υπολογίζονται από τον τύπο: 
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                                                                                      (19) 
και στη συνέχεια η εξίσωση (4) εφαρμόζεται με σκοπό να επιτευχθεί η συνολική εκτίμηση. Σε κάθε 
περίπτωση, τα συμπεράσματα για το συνολικό αποτέλεσμα πραγματοποιούνται με βάση την κανονική 












                                                                                          (20) 
Όπως έχουμε ήδη επισημάνει, η προσέγγιση αυτή είναι κλασική στη μετα-ανάλυση και έτσι 
υποστηρίχθηκε από νωρίς στη βιβλιογραφία (Choi et al., 2003; Stevens and Doerge, 2005). Ωστόσο, δεν 
μπορεί να χειριστεί το πρόβλημα του μικρού μεγέθους του δείγματος και τα μη κανονικά δεδομένα και 
έτσι οι περισσότεροι συγγραφείς προτείνουν ένα είδος διόρθωσης για τον υπολογισμό της στατιστικής 
σημαντικότητας. Ως εκ τούτου, αντί η εκτίμηση να βασίζεται στην κανονική προσέγγιση, προτείνουν τη 
χρήση του ελέγχου μετάθεσης (permutation test) η οποία αναλύθηκε εκτενώς στο Κεφάλαιο 3. Ο Choi 
και οι συνεργάτες του (Choi et al., 2003) προτείνουν τη μετάθεση για τον υπολογισμό των p-value, 
ωστόσο, μια ταχύτερη λύση προσφέρεται στο πακέτο GeneMeta του Bioconductor της R, η οποία 
προϋποθέτει μια κανονική κατανομή για τα Ζ-scores μετά τον έλεγχο της αξιοπιστίας αυτής της 
υπόθεσης. Σε γενικές γραμμές, όλες οι μέθοδοι με αναδειγματοληψία (Βootstrap) που αναφέρθηκαν στο 
Κεφάλαιο 3 μπορούν να χρησιμοποιηθούν για την καλύτερη εκτίμηση του τελικού αποτελέσματος, 
αλλά από όσο γνωρίζουμε τέτοια εφαρμογή δεν έχει γίνει μέχρι στιγμής στη μέτα-ανάλυση. Η μέθοδος 
Βootstrap ή η μέθοδος με μετάθεση μπορούν επίσης να χρησιμοποιηθούν με διαφορετικούς τρόπους. 
Μια επιλογή θα ήταν να εκτελεστεί η ανάλυση για κάθε μελέτη ξεχωριστά, να ληφθούν οι διορθωμένες 
εκτιμήσεις της διακύμανσης και στη συνέχεια να χρησιμοποιηθούν για τον υπολογισμό των βαρών της 
μετα-ανάλυσης. Μια άλλη επιλογή θα ήταν να εκτελεστεί η ανάλυση σε ένα μόνο βήμα 
χρησιμοποιώντας τη στρατηγική αναδειγματοληψίας (Βootstrap ή μετάθεση) με ένα στρωματοποιημένο 
τρόπο, με τον οποίο οι μελέτες αντιμετωπίζονται ως στρώματα στη δειγματοληψία. 
Μια άλλη προσέγγιση αποτελεί η χρήση του λόγου των μέσων τιμών μεταξύ των δυο 
καταστάσεων αντί της τυποποιημένης διαφοράς (Hu et al., 2009). Αυτή η προσέγγιση έχει το 
πλεονέκτημα ότι χρησιμοποιεί ένα μέτρο που σχετίζεται με τη γνωστή αλλαγή διπλώματος (Fold 











                                                                                               (21) 
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 Ο λόγος των μέσων έχει επίσης χρησιμοποιηθεί και σε άλλα δεδομένα εκτός από την έκφραση του 
γονιδίου, και γενικά δίνει καλά αποτελέσματα ακόμα και σε μικρά δείγματα (Friedrich et al., 2008). Οι 
μέθοδοι αναδειγματοληψίας και μετάθεσης που αναφέρθηκαν παραπάνω εφαρμόζονται επίσης σε αυτό 
το μέγεθος της επίδρασης. 
Οι προαναφερθείσες μέθοδοι μετα-ανάλυσης μπορεί εύκολα να επεκταθούν και σε ένα 
Μπεϋζιανό μοντέλο (Sutton and Abrams, 2001). Διάφορες μελέτες έχουν πραγματοποιηθεί για το σκοπό 
αυτό και ο πηγαίος κώδικα για τη δημιουργία του μοντέλου είναι διαθέσιμος (Conlon et al., 2007; 
Conlon et al., 2006). Σε γενικές γραμμές, ο Conlon και οι συνεργάτες του (Conlon et al., 2007; Conlon 
et al., 2006) χρησιμοποιούν στα μοντέλα τους μια δομή παρόμοια με εκείνη των Gotardo και 
συνεργατών που χρησιμοποιείται στην ανάλυσης μιας μόνο μελέτης και την επεκτείνουν προσθέτοντας 
ένα ακόμη επίπεδο στο μοντέλο τους έτσι ώστε να λειτουργεί σε πολλές μελέτες. Το κυριότερο 
πρόβλημα με τις Μπεϋζιανές μεθόδους είναι η αυξημένη υπολογιστική πολυπλοκότητα και ο χρόνος 
που απαιτείται για την εκτέλεση της ανάλυσης. Ειδικά όταν διερευνάται ένας μεγάλος αριθμός γονιδίων 
περιορίζεται η δυνατότητα εφαρμογής τους. Ο πηγαίος κώδικας WinBUGS που χρησιμοποιείται για την 
εκτίμηση του μοντέλου τον Conlon και συνεργατών είναι διαθέσιμος στην ιστοσελίδα: 
http://people.math.umass.edu/~conlon/research/BayesPoolMicro/. 
Τέλος, έχει προταθεί και μια άλλη προσέγγιση (βασισμένη στη μέθοδο limma που είδαμε στο 
προηγούμενο Κεφάλαιο) η οποία χρησιμοποιεί τροποποιημένα ή ποινικοποιημένα μεγέθη επίδρασης 
αντί των τυπικών μεγεθών επίδρασης που χρησιμοποιούνται στη μετα-ανάλυση. Αυτή είναι μια μέθοδος 
δύο βημάτων. Το πρώτο βήμα στηρίζεται σε μια παραλλαγή του ελέγχου t (Marot et al., 2009). Στη 
συνέχεια, παρατηρώντας ότι t = d√n, πραγματοποιείται μετα-ανάλυση με τη χρήση του μοντέλου 
τυχαίων επιδράσεων. Μια άλλη τροποποίηση της παραπάνω προσέγγισης είναι αντί της χρήσης του d, 
να χρησιμοποιείται ο ακριβής υπολογισμός του Hedges’ g. Η προσέγγιση αυτή υλοποιείται στο πακέτο 
metaMA (https://cran.r-project.org/web/packages/metaMA/index.html) της R. 
 Αρκετές μέθοδοι μετα-ανάλυσης για την ανίχνευση των διαφορικά εκφρασμένων γονιδίων 
(συμπεριλαμβανομένων των μεθόδων συνδυασμού των p-value και του γινομένου των βαθμών 
κατάταξης που θα παρουσιαστούν στις επόμενες ενότητες) είναι υλοποιημένες σε πακέτα της R, όπως 
το GeneMeta και το metaMA. Το πιο ολοκληρωμένο πακέτο είναι το MetaDE, το οποίο προσφέρει 
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επίσης μεθόδους για την επεξεργασία των δεδομένων καθώς και για τη γραφική απεικόνιση των 
αποτελεσμάτων (Wang et al., 2012a). Το στατιστικό λογισμικό Stata στερείται από μια εντολή μετα-
ανάλυσης ειδικά για μικροσυστοιχίες, αλλά πολλές από τις μεθόδους που αναφέρονται εδώ μπορούν 
εύκολα να εφαρμοστούν.  
Στην παρούσα διατριβή δημιουργήθηκαν δυο προσεγγίσεις για μετα-ανάλυση δεδομένων 
μικροσυστοιχιών με τη χρήση μοντέλου τυχαίων επιδράσεων στο στατιστικό λογισμικό Stata οι οποίες 
αποτελούν επέκταση των μεθόδων ανάλυσης που υλοποιήθηκαν στο Κεφάλαιο 3. Η μία προσέγγιση 
είναι να εκτελεστεί η ανάλυση σε κάθε μελέτη ξεχωριστά (χρησιμοποιώντας τη μέθοδο Βootstrap ή 
μετάθεσης) και στη συνέχεια να πραγματοποιηθεί η κλασική μετα-ανάλυση με τη χρήση της εντολής 
metan. Η άλλη προσέγγιση θα είναι να εκτελεστεί μετα-ανάλυση σε ένα μόνο βήμα με ταυτόχρονη 
εκτέλεση της προσομοίωσης της μεθόδου Βootstrap ή μετάθεσης. Τόσο η μέθοδος Βootstrap όσο και η 
μέθοδος  μετάθεσης εκτελούνται με ένα στρωματοποιημένο τρόπο στον οποίο οι μελέτες 
αντιμετωπίζονται ως στρώματα.  Όλα τα απαραίτητα στοιχεία που χρειάζονται για την εκτέλεση των 
εντολών αυτών βρίσκονται διαθέσιμα στο ευρύ κοινό μέσω της ιστοσελίδας 
www.compgen.org/tools/microarrays. 
 
4.2.2  Μέθοδος συνδυασμού των p-value 
 
Μια άλλη κατηγορία μεθόδων μετα-ανάλυσης που χρησιμοποιείται ευρέως σε δεδομένα από 
μικροσυστοιχίες είναι αυτή του συνδυασμού των p-value. Στις αρχές του 1930, ο Fisher ανέπτυξε την 
πρώτη μεθοδολογία μετα-ανάλυσης η οποία συνδυάζει τις τιμές των p-value από ανεξάρτητες μελέτες 
(Fisher, 1946). Ο Fisher πρότεινε ότι αν οι τιμές των p-value των k ανεξάρτητων δείγματων είναι 
τυχαίες μεταβλητές που ακολουθούν ομοιόμορφη κατανομή τότε το άθροισμα των λογάριθμων τους θα 










     
 
                                                                (23) 
Οι Bailey και Gribskov έδειξαν ότι η ίδια πιθανότητα μπορεί να υπολογιστεί γρηγορότερα με τον 
αλγόριθμο QFAST χωρίς να εξαρτάται από την κατανομή χ2  (Bailey and Gribskov, 1998). Ο Edgington 
πρότεινε να χρησιμοποιηθεί το άθροισμα των p-value, προκειμένου να ληφθεί μια συγκεντρωτική 
εκτίμηση  (Edgington, 1972) 
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                                                                                               (24) 
Μια πιο εξελιγμένη μέθοδος παρουσιάστηκε από τον Zaykin και τους συνεργάτες του, η 
λεγόμενη μέθοδος περικομμένου γινομένου (truncated product method/TPM). Στη μέθοδο αυτή 
χρησιμοποιούνται μόνο τα γινόμενα των p-value τα οποία είναι μικρότερα από μια συγκεκριμένη τιμή 
αποκοπής (τ), υπό τη γενική υπόθεση ότι όλες οι k υποθέσεις είναι αληθείς  (Zaykin et al., 2002). Η 












                (25) 
Οι συγγραφείς παρέχουν και μια πιο αναλυτική εξίσωση για αυτήν την τιμή του p-value: 
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            
               (26) 
όπου r είναι ο αριθμός των p-value που είναι μικρότερα από την τιμή τ. Επιπλέον, ο Zaykin και οι  
συνεργάτες του έδειξαν από την προσομοίωση ότι η παραπάνω εξίσωση διαθέτει μεγάλη στατιστική 
ισχύ  για την ανίχνευση αποκλίσεων από τη συνολική υπόθεση. Πιο συγκεκριμένα, όταν το τ είναι 
ελάχιστο (τ = min), η τιμή του p είναι το αποτελέσμα της γνωστής μεθόδου διόρθωσης Sidak και όταν 







 . Η μέθοδος αυτή σε αυτήν την περίπτωση, είναι ταυτόσημη με τη 















                                                                                  (27) 
Ο πηγαίος κώδικας για την εφαρμογή της μεθόδου TPM είναι διαθέσιμος στην ιστοσελίδα: 
http://statgen.ncsu.edu/zaykin/tpm/. Οι διαφορετικές προσεγγίσεις που χρησιμοποιούνται για το 
συνδυασμό των p-value έχουν συγκριθεί σε διάφορες μελέτες αξιολόγησης (Cousins, 2007; Loughin, 
2004). Οι μέθοδοι που παρουσιάστηκαν σε αυτήν την ενότητα εφαρμόζονται στην εντολή metap η 
οποία είναι διαθέσιμη στο Stata και στην R. 
Παρ’ όλα αυτά, συνδυάζοντας σε μια μετα-ανάλυση τα p-value μπορούν να παρουσιαστούν 
σοβαρά προβλήματα σε σχέση με το να συνδυάζονται μεγέθη επίδρασης, όπως για παράδειγμα όταν οι 
διαφορετικές μελέτες ελέγχουν διαφορετικές μηδενικές υποθέσεις. Επιπλέον, στο συνδυασμό των p-
value, δεν λαμβάνεται υπόψη η κατεύθυνση της συσχέτισης και ως εκ τούτου όλα τα p-value θα πρέπει 
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να είναι μονόπλευρα, αλλιώς τα υπερ- και τα υπο-εκφραζόμενα γονίδια θα πρέπει να συνδυαστούν 
ξεχωριστά. Τέλος, όλες αυτές οι μέθοδοι δεν μπορεί να ποσοτικοποιήσουν το μέγεθος της συσχέτισης 
(το μέγεθος της επίδρασης), και το σημαντικότερο, δεν μπορούν να λάβουν υπόψη τους τη μεταξύ των 
μελετών ετερογένεια. Μια μέθοδος που αναπτύχθηκε από τον Stouffer ξεπερνά μερικώς αυτούς τους 










                                                                                                      (28) 
Η μέθοδος αυτή όπως προτάθηκε αρχικά δεν λαμβάνει υπόψη τη διαφορά μεταξύ του μεγέθους 
















                                                                                             (29) 
με τα βάρη w να είναι ανάλογα με την τετραγωνική ρίζα του μεγέθους του δείγματος για κάθε μελέτη: 
i iw n                                                                                                         (30) 
Ωστόσο, ακόμα και αυτή η μέθοδος δεν υπολογίζει τη μεταξύ των μελετών μεταβλητότητα και 
πρόσφατες ενδείξεις από μελέτες γενετικής συσχέτισης (Zhou et al., 2011) υποστηρίζουν ότι η μέθοδος 
υπολογισμού των βαρών δεν είναι αποτελεσματική. Ο Zhou και οι συνεργάτες του (Zhou et al., 2011) 
έδειξαν ότι τα βέλτιστα βάρη είναι ανάλογα της ποσότητας 
 
1
1 21 1i in n


, παρέχοντας με τον τρόπο 
αυτό τη βάση για τη διεξαγωγή μετα-ανάλυσης τυχαίων επιδράσεων (ακόμη και χωρίς τα πραγματικά 
μεγέθη επίδρασης). Αξίζει να σημειωθεί ότι, η ιδιαιτερότητα των πειραμάτων μικροσυστοιχιών 
επιτρέπει στα (μη διαθέσιμα) μεγέθη επίδρασης να εκτιμηθούν με ακρίβεια ως εξής: από το Ζ- score 
υπολογίζεται ένα υποθετικό μέγεθος επίδρασης d*, το οποίο θα αντιστοιχεί στο ίδιο επίπεδο 
σημαντικότητας: 
   * * * *i i i i i iZ d se d d Z se d                                                                     (31) 
Το τυπικό σφάλμα αυτού του υποθετικού μεγέθους επίδρασης δίνεται από την εξίσωση (31). Έτσι, ο 
τύπος για το d* είναι: 
* 1 2
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Χρησιμοποιώντας αυτό το (υποθετικό) μέγεθος επίδρασης και τη διακύμανσή του, μπορεί να 
εφαρμοστεί εύκολα η τυπική μέθοδος μετα-ανάλυσης με τη χρήση του μοντέλου τυχαίων επιδράσεων. 
Αυτή η προσέγγιση απαιτεί μόνο α) το Z-score, το οποίο είτε μπορεί να βρεθεί άμεσα ή υπολογίζεται 
από το p-value, β) την κατεύθυνση της συσχέτισης και γ) τον αριθμό των δειγμάτων για κάθε 
κατάσταση. Αυτή η απλή προσέγγιση, κληρονομεί όλες τις επιθυμητές ιδιότητες της μεθόδου Stouffer 
και, ταυτόχρονα, εκτελεί βέλτιστη στάθμιση, ποσοτικοποιεί τη συσχέτιση και επιτρέπει τη διεξαγωγή 
μετα-ανάλυσης τυχαίων επιδράσεων, προκειμένου να υπολογιστεί η μεταξύ των μελετών ετερογένεια. 
Εάν τα αρχικά δεδομένα αναλύονται με κάποια από τις τυποποιημένες μεθόδους, τότε οι εκτιμώμενες 
τιμές του d είναι ακριβείς. Εάν, ωστόσο, χρησιμοποιείται μία παραλλαγή του ελέγχου t ή μια μέθοδος 
αναδειγματοληψίας, τότε αναμένονται ορισμένες αποκλίσεις στην εκτίμηση του d. Παρ 'όλα αυτά, το Z-
score και η στατιστική σημαντικότητα (p-value) του συνολικού αποτελέσματος υπολογίζονται με 
ακρίβεια.  
 
4.2.3  Μέθοδος υπολογισμού του γινομένου των βαθμών κατάταξης (rank product) 
 
Μία άλλη κατηγορία μεθόδων για μετα-ανάλυση αποτελείται από μεθόδους οι οποίες συνδυάζουν τους 
βαθμούς κατάταξης. Υπάρχουν πολλές διαφορετικές προσεγγίσεις, ο κοινός παρονομαστής των οποίων 
είναι ότι εάν το ίδιο γονίδιο είναι κατ’ επανάληψη στην κορυφή της λίστας μεταξύ των διαφορετικών 
μελετών, το γονίδιο αυτό μάλλον είναι διαφορικά εκφρασμένο. Η μέθοδος υπολογισμού του γινομένου 
των βαθμών κατάταξης (rank product) (Breitling et al., 2004) είναι μια μέθοδος μετα-ανάλυσης η οποία 
χρησιμοποιείται για μετα-ανάλυση δεδομένων γονιδιακής έκφρασης και αναπτύχθηκε από τον Breitling 
και τους συνεργάτες του. Αρχικά, υπολογίζεται για κάθε γονίδιo η αλλαγή διπλώματος (fold change) η 
οποία αντιστοιχεί στο λόγο των εκφράσεων μεταξύ των δειγμάτων ελέγχου και αναφοράς. Στη 
συνέχεια, τα γονίδια κατατάσσονται ανάλογα με την τιμή του λόγου των εκφράσεων από το μεγαλύτερο 
στο μικρότερο και σε κάθε γονίδιο αντιστοιχεί ένα αριθμός (βαθμός κατάταξης) ο οποίος 
αντιπροσωπεύει την κατάταξη του γονιδίου στη λίστα. Η παραπάνω διαδικασία γίνεται για όλα τα 
γονίδια και για όλες τις μελέτες που συμμετέχουν στη μετα-ανάλυση. Στη συνέχεια ως μέγεθος 
επίδρασης χρησιμοποιείται το γινόμενο των βαθμών κατάταξης το οποίο προκύπτει από τον 
πολλαπλασιασμό των βαθμών κατάταξης του κάθε γονίδιου από όλες τις μελέτες. 
  
1
( )g i k gikRP r
k
    
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Το λογισμικό RankProd που υλοποιεί την παραπάνω μέθοδο είναι διαθέσιμο στο ευρύ κοινό στην 
ιστοσελίδα: https://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/RankProd.html. Επιπλέον, μια 
παραλλαγή της μεθόδου RankProd έχει προταθεί, η Rank Sum, στην οποία ως μέγεθος επίδρασης 
χρησιμοποιείται το άθροισμα των βαθμών κατάταξης αντί του γινομένου. 
Μια παραλλαγή της παραπάνω μεθόδου, η METRADISC (Meta-analysis of Rank Discovery 
Dataset) (Zintzaras and Ioannidis, 2008) έχει προταθεί και είναι πιο γενική σε σχέση με τη RankProd. 
Στη συγκεκριμένη μέθοδο οι συγγραφείς προτείνουν ως μέγεθος επίδρασης να χρησιμοποιείται ο μέσος 




Η κατάταξη μπορεί να έχει προέλθει χρησιμοποιώντας οποιαδήποτε μέθοδο (αλλαγή διπλώματος, 
διαφορά μέσων τιμών, p-value κλπ) ενώ ο συνολικός μέσος όρος μπορεί να είναι σταθμισμένος ή μη. 
Με αυτές τις προϋποθέσεις, ο συνολικός σταθμισμένος μέσος όρος μοιάζει αρκετά με τις παραδοσιακές 
μεθόδους μετα-ανάλυσης και η μεταξύ των μελετών ετερογένεια μπορεί επίσης να υπολογιστεί. Η 
μέθοδος METRADISC είναι υλοποιημένη στην R (http://www.inside-r.org/node/155959) και βρίσκεται 
επίσης και υλοποιημένη ως ξεχωριστό εργαλείο το οποίο είναι διαθέσιμο στην ιστοσελίδα 
(http://biomath.med.uth.gr/). Οι μέθοδοι που χρησιμοποιούν την κατάταξη είναι αρκετά ισχυρές και 
μπορούν να συνδυάσουν τις επιμέρους μελέτες χρησιμοποιώντας διαφορετικές μεθόδους. Ωστόσο, τα 
στατιστικά συμπεράσματα βασίζονται σε δοκιμές με μετάθεση Μόντε Κάρλο οι οποίες είναι αρκετά 
χρονοβόρες. 
 Οι μέθοδοι που βασίζονται στην κατάταξη προσφέρουν διάφορα πλεονεκτήματα σε σύγκριση με 
τις παραδοσιακές προσεγγίσεις, συμπεριλαμβανομένου του κριτηρίου FC, λιγότερες παραδοχές 
σύμφωνα με το μοντέλο και έχουν ευρωστία σε δεδομένα με θόρυβο και με μικρό αριθμό αντιγράφων. 
Αυτές οι μέθοδοι μπορούν να ξεπεράσουν την ετερογένεια μεταξύ των διαφορετικών συνόλων 
δεδομένων και να τα συνδυάσουν ώστε να επιτευχθεί αυξημένη ευαισθησία και αξιοπιστία στο τελικό 
αποτέλεσμα. Το πιο σημαντικό πλεονέκτημα αυτών των μεθόδων είναι ότι δεν απαιτούν την 
κανονικοποίηση των διαφορετικών συνόλων δεδομένων, χρησιμοποιώντας την ίδια τεχνική και με αυτό 
τον τρόπο επιλύεται το βασικό ζήτημα της επεξεργασίας των δεδομένων μικροσυστοιχιών πριν την 
πραγματοποίηση της μετα-ανάλυσης. Επιπλέον, οι μέθοδοι που βασίζονται στην κατάταξη 
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ενσωματωθούν σύνολα δεδομένων που προέρχονται από διαφορετικές πλατφόρμες (μικροσυστοιχίες 
ολιγονουκλεοτίδιων Affymetrix, δικαναλικές μικοσυστοιχίες cDNA κ.λπ.). Τέλος, οι μέθοδοι που 
βασίζονται στην κατάταξη είναι αρκετά γενικές και ως εκ τούτου μπορεί να εφαρμοστούν σε 
διαφορετικούς τύπους δεδομένων, όπως στην πρωτεομική ή στα δεδομένα γενετικής συσχέτισης. 
 
4.3 Μέθοδοι διόρθωσης πολλαπλών συγκρίσεων 
 
Ένα πείραμα μικροσυστοιχιών υπολογίζει την ταυτόχρονη έκφραση χιλιάδων γονιδίων κάτω από 
συγκεκριμένες συνθήκες. Έτσι, για τα δεδομένα των μικροσυστοιχιών απαιτείται μια στατιστική 
επιλογή ούτως ώστε να εντοπιστούν τα γονίδια τα οποία εκφράζονται διαφορικά (differentially 
expressed) και είναι στατιστικώς σημαντικά σε σύγκριση με το σύνολο των γονιδίων τα οποία 
εξετάζονται στη μικροσυστοιχία. Ο έλεγχος t (παραμετρικός έλεγχος) χρησιμοποιείται κυρίως για την 
ταυτόχρονη σύγκριση δύο συνόλων καθώς συγκρίνει τους μέσους όρους των δυο συνόλων και δείχνει 
αν υπάρχει μεταξύ τους στατιστικά σημαντική διαφορά (Ramasamy et al., 2008). Οι περισσότεροι 
έλεγχοι δίνουν ένα συγκεκριμένο p-value για κάθε γονίδιο με το οποίο εκφράζεται αν υπάρχουν 
στατιστικώς σημαντικές διαφορές στην έκφρασή του. 
  Όταν ένας έλεγχος t εκτελείται, η μηδενική υπόθεση (Η0) είναι ότι δεν υπάρχει διαφορά μεταξύ 
των επιπέδων έκφρασης του γονιδίου μεταξύ των δυο καταστάσεων, ενώ η εναλλακτική υπόθεση (Η1) 
είναι ότι τα επίπεδα έκφρασης διαφέρουν. Εάν η τιμή του p-value είναι μικρότερη από το επιλεγμένο 
επίπεδο σημαντικότητας, τότε η μηδενική υπόθεση απορρίπτεται. Αν υποθέσουμε ότι ισχύει η μηδενική 
υπόθεση και πραγματοποιηθεί έλεγχος σε 10.000 γονίδια σε επίπεδο σημαντικότητας 5%, τότε 500 
γονίδια αναμένεται να βρεθούν στατιστικά σημαντικά απλά και μόνο λόγω τύχης. Στα πειράματα των 
μικροσυστοιχιών ο αριθμός των γονιδίων που εξετάζονται είναι πολύ μεγάλος και γι’ αυτό απαιτείται η 
χρήση μεθόδων διόρθωσης του p-value καθώς τιμές p<0.05 και  p<0.01 θα δώσουν σίγουρα γονίδια τα 
οποία είναι λανθασμένα στατιστικά σημαντικά.  
 Οι μέθοδοι διόρθωσης πολλαπλών συγκρίσεων λαμβάνουν ως είσοδο μια λίστα με p-value τα 
οποία έχουν προκύψει από τους ελέγχους και επιστρέφουν τη διορθωμένη τιμή p-value. Αυτές οι 
μέθοδοι χωρίζονται σε δύο κατηγορίες, αυτές που ελέγχουν το ποσοστό σφάλματος FWER (family-wise 
error rate) και αυτά που ελέγχουν το FDR (False Discovery Rate). Σε γενικές γραμμές, η μέθοδος 
FWER παρέχει ένα διορθωμένο p-value για ένα σύνολο στο οποίο ισχύει η μηδενική υπόθεση. 
Συνήθως, αυτό το επίπεδο σημαντικότητας είναι μικρότερο από το μη διορθωμένο. Η πιο γνωστή 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
06/06/2020 00:52:21 EEST - 137.108.70.13
  75  
 
μέθοδος για τον έλεγχο FWER είναι η διόρθωση Bonferroni (Dudoit, 2000), στην οποία το επίπεδο  
σημαντικότητας α για κάθε έλεγχο υπολογίζεται από τη διαίρεση του FWER (συνήθως 0,05) με τον 
αριθμό των ελέγχων (δηλαδή το πλήθος των γονιδίων στην περίπτωση των μικροσυστοιχιών). Έτσι, για 
10.000 γονίδια το επίπεδο σημαντικότητας για έναν έλεγχο θα είναι α = 0,05 / 10000 = 5 * 10-6. Τα 
γονίδια με p-value < 5*10-6 εκφράζονται διαφορικά. Το διορθωμένο p-value σύμφωνα με τη διόρθωση 
Bonferroni δίνεται από τον τύπο:  
 
( ) ( ) /cor i ip p n                                                                                  (33) 
Η διόρθωση Bonferroni εφαρμόζεται εύκολα και διαισθητικά, αλλά είναι πολύ συντηρητική. Μια άλλη 
συχνά χρησιμοποιούμενη μέθοδος είναι η μέθοδος του Sidak (Sidak, 1967): 
1/
( ) ( )1 (1 )
n
cor i ip p                                                                                (34) 
Άλλες δημοφιλείς μέθοδοι που χρησιμοποιούνται για πολλαπλές διορθώσεις στην ανάλυση 
μικροσυστοιχιών και στη μετα-ανάλυση είναι οι μέθοδοι που προτείνονται από τον Holland και τους 
συνεργάτες του (Holland and Copenhaver, 1987) και τον Holm (Holm, 1979). 
Οι Benjamini και Hochberg (Benjamini and Hochberg, 1995) πρότειναν μια διαφορετική μέθοδο 
η οποία ελέγχει το FDR, αντί του FWER. Οι μέθοδοι ελέγχου του FDR έχουν σχεδιαστεί για τον έλεγχο 
του αναμενόμενου ποσοστού απόρριψης της μηδενικής υπόθεσης που όμως είναι εσφαλμένες 
απορρίψεις (ψευδώς θετικά). Οι διαδικασίες ελέγχου του FDR παρέχουν λιγότερο αυστηρό έλεγχο των 
σφαλμάτων τύπου Ι σε σύγκριση με τις διαδικασίες ελέγχου του FWER. Έτσι, οι διαδικασίες ελέγχου 
του FDR έχουν μεγαλύτερη στατιστική ισχύ (δηλαδή ανιχνεύουν περισσότερες στατιστικά σημαντικές 
διαφορές μέσων τιμών έκφρασης), με το κόστος της αύξησης των ποσοστών των σφαλμάτων τύπου Ι 
(το οποίο όμως, το κρατούν σε επίπεδο που μπορεί να ελεγχθεί). Στη μέθοδο αυτή, τα p-value κάθε 
γονιδίου κατατάσσονται από το μικρότερο στο μεγαλύτερο. Με τον τρόπο αυτό, το μικρότερο p-value 
έχει ένα βαθμό κατάταξης i = 1, τότε το επόμενο μικρότερο διαθέτει βαθμό κατάταξης i = 2, κ.λπ. Στη 
συνέχεια, κάθε p-value συγκρίνεται με την τιμή του επιπέδου σημαντικότητας του Benjamini-Hochberg, 
(i / n) Q , όπου i είναι ο βαθμός κατάταξης, n είναι ο συνολικός αριθμός των ελέγχων (γονιδίων), και το 
Q είναι το επιλεγμένο FDR. Τα p-value τα οποία δείχνουν στατιστικά σημαντική συσχέτιση είναι αυτά 
για τα οποία ισχύει: p <(i / n) Q. Το διορθωμένο  p-value (πολλές φορές ονομάζεται q-value) δίνεται 
από τον τύπο: 




                                                                                               (35) 
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Άλλες δημοφιλείς μέθοδοι διόρθωσης πολλαπλών συγκρίσεων που ελέγχουν το FDR στην ανάλυση 
μικροσυστοιχιών και στη μετα-ανάλυση είναι οι μέθοδοι που προτείνονται από τους Benjamini και 
Yekutieli (Benjamini and Yekutieli, 2001), Benjamini και Liu (Benjamini and Liu, 1999a, b), 
Benjamini, Krieger και Yekutieli (Benjamini et al., 2006). Οι μέθοδοι που περιγράφονται παραπάνω 
υλοποιούνται στην εντολή multproc στο Stata και στο πακέτο multcomp της R. 
  
4.4 Μετα-ανάλυση δεδομένων γονιδιακής έκφρασης για την εύρεση γονιδίων που 





H αθηροσκληρωτική καρδιακή νόσος εκδηλώνεται με την αθηροσκλήρωση και έχει ένα ευρύ φάσμα 
παθολογικών φαινότυπων. Περιλαμβάνει, μεταξύ άλλων, την ισχαιμική καρδιακή νόσο (IHD), τη 
στεφανιαία νόσο (CAD), το εγκεφαλικό επεισόδιο και το έμφραγμα του μυοκαρδίου (ΜΙ) κοινώς 
γνωστό ως καρδιακή προσβολή. Οι αθηροσκληρωτικές καρδιακές παθήσεις αντιπροσωπεύουν το κύριο 
αίτιο νοσηρότητας και θνησιμότητας παγκοσμίως, αντιπροσωπεύοντας 17.300.000 θανάτους ετησίως, 
με αποτέλεσμα περίπου το ένα τρίτο όλων των θανάτων παγκοσμίως (Mortality and Causes of Death, 
2015; Wong, 2014). Η στεφανιαία νόσος είναι μια ομάδα ασθενειών, η οποία συμπεριλαμβάνει τη 
στηθάγχη, το οξύ στεφανιαίο σύνδρομο, τον αιφνίδιο καρδιακό θάνατο και το έμφραγμα του 
μυοκαρδίου (Wong, 2014). Το έμφραγμα του μυοκαρδίου είναι σύνθετη και πολυπαραγοντική ασθένεια 
που οφείλεται στην αλληλεπίδραση γενετικών και περιβαλλοντικών παραγόντων (McPherson and 
Tybjaerg-Hansen, 2016; Pedersen et al., 2016).  
Ευρυγονιδιωματικές μελέτες έχουν αποκαλύψει ένα μεγάλο αριθμό πολυμορφισμών ενός 
νουκλεοτιδίου (SNPs) που σχετίζονται με το έμφραγμα του μυοκαρδίου. Έτσι, τα αποτελέσματα του 
γενετικού κινδύνου μπορούν να  χρησιμοποιηθούν παράλληλα με τις παραδοσιακές μεθόδους 
(βαθμολογία Framingham) για τον υπολογισμό του καρδιαγγειακού κινδύνου. Πολλές μελέτες 
γονιδιακής έκφρασης από μικροσυστοιχίες έχουν ήδη χρησιμοποιηθεί για την εύρεση γονιδίων που 
μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως βιοδείκτες σε διάφορες ασθένειες όπως προκαρκινικές καταστάσεις 
ασθένειας (Dhanasekaran et al., 2001) ή αυξημένη οξείδωση και φλεγμονή σε ασθενείς με 
δρεπανοκυτταρική νόσο (Jison et al., 2004). Σήμερα, υπάρχει ένα αυξανόμενο ενδιαφέρον και γίνονται 
προσπάθειες για τη δημιουργία προφίλ έκφρασης βασισμένων κυρίως στις μικροσυστοιχίες 
(transcriptomics) για τη διάγνωση της στεφανιαίας νόσου και του εμφράγματος του μυοκαρδίου, καθώς 
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και για την πρόβλεψη του κινδύνου εμφάνισης του εμφράγματος του μυοκαρδίου και του 
καρδιαγγειακού θανάτου (Kessler et al., 2013; Kim et al., 2014).  
Στόχος αυτής της μελέτης ήταν να συγκεντρώσει όλα τα διαθέσιμα δεδομένα γονιδιακής 
έκφρασης σχετικά με γονίδια που εκφράζονται διαφορικά στο έμφραγμα του μυοκαρδίου και να 
δημιουργηθεί μετέπειτα γονιδιακή υπογραφή κατάλληλη για την πρόγνωση και τη διάγνωση της 
ασθένειας. Για το σκοπό αυτό, τα δεδομένα γονιδιακής έκφρασης από μελέτες ασθενών-μαρτύρων 
ανακτήθηκαν από ανεξάρτητες μελέτες μικροσυστοιχιών και πραγματοποιήθηκε μετα-ανάλυση. Η 
εφαρμογή της μεθόδου της μετα-ανάλυσης και η περαιτέρω ανάλυση που πραγματοποιήθηκε με χρήση 
εργαλείων βιοπληροφορικής, οδήγησε στην επιβεβαίωση μοριακών μονοπατιών και δικτύων γονιδίων 
που συμμετέχουν στις καρδιαγγειακές παθήσεις, αλλά και στην αποκάλυψη νέων γονίδιων που 
συσχετίζονται με το έμφραγμα του μυοκαρδίου και νέων μονοπατιών που οδηγούν στην ανάπτυξη του 
μυοκαρδίου και του καρδιαγγειακού θανάτου. 
 
4.4.2 Μέθοδοι  
 
Συλλογή Δεδομένων 
Προκειμένου να προσδιοριστούν τα δεδομένα γονιδιακής έκφρασης για το έμφραγμα του μυοκαρδίου, 
πραγματοποιήθηκε μια ολοκληρωμένη βιβλιογραφική έρευνα στη βάση δεδομένων PubMed (McEntyre 
and Lipman, 2001) και στη βάση δεδομένων μικροσυστοιχιών GEO (Barrett and Edgar, 2006). Οι 
λέξεις-κλειδιά που χρησιμοποιήθηκαν για την αναζήτηση στην Pubmed ήταν "microarray" AND 
("myocardial ischaemia" OR "myocardial infarction"), ενώ για την GEO η λέξη-κλειδί ήταν "myocardial 
infarction".  Επιλέχθηκαν μελέτες ασθενών-μαρτύρων οι οποίες μετρούν τη γονιδιακή έκφραση στο 
αίμα σε υγιείς και ασθενείς με έμφραγμα του μυοκαρδίου. Σύνολα δεδομένων που μετρούν την 
έκφραση του γονιδίου σε ιστούς άλλους από το αίμα, καθώς επίσης και σύνολα δεδομένων που μετρούν 
την επίδραση των φαρμάκων στις προαναφερόμενες ασθένειες εξαιρέθηκαν από την ανάλυσή μας. Τα 
επιλεγμένα άρθρα μελετήθηκαν πλήρως και κατεγράφησαν οι βασικές τους πληροφορίες όπως ο 
κωδικός της μελέτης, το όνομα της εργασίας, η μέθοδος ανάλυσης και ο αριθμός των προς μελέτη 
γονιδίων. Τα σύνολα δεδομένων, δηλαδή οι πίνακες γονιδιακής έκφρασης ανακτήθηκαν από τη βάση 
δεδομένων GEO. Δεδομένου ότι στα πειράματα μικροσυστοιχιών πολλαπλοί ανιχνευτές μπορεί να 
αντιστοιχούν στο ίδιο γονίδιο, πριν από τη διεξαγωγή μετα-ανάλυσης μετατράπηκαν οι «όροι» των 
ανιχνευτών σε «όρους» γονιδίων. Αυτό έγινε προκειμένου να συνδυαστούν μελέτες από διαφορετικές 
πλατφόρμες και να επιλυθεί το πρόβλημα "πολλά-προς-πολλά" στην αντιστοίχιση μεταξύ των 
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ανιχνευτών και των γονιδίων (Ramasamy et al., 2008). Οι πληροφορίες σχετικά με την αντιστοίχιση των 
ονομάτων των ανιχνευτών με τα αντίστοιχα ονόματα των γονιδίων αντλήθηκαν από το αρχείο GPL το 
οποίο είναι συνοδευτικό του αρχείου που περιέχει τον πίνακα γονιδιακής έκφρασης. Στη συνέχεια 
προκειμένου να διεξαχθεί σωστά η μετα-ανάλυση επιλέχθηκαν μόνο τα γονίδια που υπήρχαν 
τουλάχιστον σε δύο μελέτες. 
 
Εικόνα 4.1. Παρουσίαση ενός τμήματος του πίνακα γονιδιακής έκφρασης, από τη μελέτη με κωδικό GSE66360. 
Εμφανίζονται πολλαπλοί ανιχνευτές του ίδιου γονιδίου με διαφορετικές τιμές έκφρασης. 
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Εικόνα 4.2. Παρουσίαση ενός τμήματος του πίνακα γονιδιακής έκφρασης, από τη μελέτη με κωδικό GSE66360. 




Το t-test χρησιμοποιήθηκε για να προσδιοριστούν τα διαφορικά εκφρασμένα γονίδια μεταξύ των δύο 
ομάδων (ασθενείς-μάρτυρες). Ένα μειονέκτημα του t-test για την ανάλυση των δεδομένων των 
μικροσυστοιχιών είναι ότι σε περίπτωση που τα περισσότερα πειράματα περιέχουν μικρό αριθμό 
δειγμάτων σε κάθε ομάδα η υπόθεση της κανονικότητας δεν ισχύει. Για να επιλυθεί αυτό, 
χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος Βootstrap (Efron, 1982; Efron and Tibshirani, 1993), η οποία είναι μια 
στατιστική μέθοδος για την εκτίμηση της κατανομής δειγματοληψίας του εκτιμητή με δειγματοληψία με 
αντικατάσταση από το αρχικό δείγμα. Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, το Βootstrap παρέχει μια ιδανική 
εναλλακτική μέθοδο όταν δεν υπάρχει ο κατάλληλος τύπος για την κατανομή δειγματοληψίας ή όταν 
υπάρχουν διαθέσιμοι τύποι αλλά κάνουν ακατάλληλες υποθέσεις (π.χ. μικρό μέγεθος του δείγματος, μη-
κανονική κατανομή). Χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος Βootstrap με 1000 επαναλήψεις, ώστε να προκύψουν 
ακριβείς εκτιμήσεις των τυπικών σφαλμάτων. 
 Τα τυπικά σφάλματα που προέκυψαν  από τη μέθοδο Βootstrap, χρησιμοποιήθηκαν στην τυπική 
διαδικασία μετα-ανάλυσης τυχαίων επιδράσεων με βάση την τυποποιημένη διαφορά μέσων τιμών 
(Campain and Yang, 2010; Choi et al., 2003). Επιπλέον, εφαρμόστηκαν διάφορες μέθοδοι διόρθωσης 
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πολλαπλών συγκρίσεων προκειμένου να περιοριστούν τα ψευδώς στατιστικά σημαντικά γονίδια. Αυτές 
οι μέθοδοι χωρίζονται σε δύο κατηγορίες, αυτές που ελέγχουν το Family-Wise Error Rate (FWER) και 
αυτές που ελέγχουν το False Discovery Rate (FDR). Η πιο κοινή διαδικασία για τον έλεγχο της FWER 
είναι η διόρθωση Bonferroni (Dudoit, 2000), ενώ άλλες δημοφιλείς μέθοδοι που χρησιμοποιούνται για 
διόρθωση πολλαπλών συγκρίσεων είναι οι μέθοδοι που προτείνονται από τους Sidak (Sidak, 1967), 
Holland και συνεργάτες (Holland and Copenhaver, 1987) και τον Holm (Holm, 1979). Οι Benjamini και 
Hochberg (Benjamini and Hochberg, 1995) πρότειναν μια μέθοδο που ελέγχει το FDR. Η μέθοδος FDR 
έχει μεγαλύτερη δύναμη (δηλαδή ανιχνεύουν περισσότερες διαφορές ως στατιστικά σημαντικές), με το 
κόστος της αύξησης των ποσοστών των σφαλμάτων τύπου Ι. Στην ανάλυση, γονίδια με τιμή p ή q 
μικρότερη ή ίση με 0,01, για το FWER και FDR αντίστοιχα, θεωρήθηκαν ως στατιστικά σημαντικά. Για 
όλες τις αναλύσεις χρησιμοποιήθηκε το στατιστικό λογισμικό Stata 13 (StataCorp, 2013). 
 
Βιοπληροφορική ανάλυση 
Τα διαφορικά εκφρασμένα γονίδια που βρέθηκαν από τη μετα-ανάλυση, υποβλήθηκαν στο εργαλείο 
βιοπληροφορικής ανάλυσης STRING v10 (Szklarczyk et al., 2015) για την υπολογιστική ανάλυση των 
αλληλεπιδράσεων πρωτεϊνών-πρωτεϊνών. Η STRING (Search Tool for the Retrieval of INteracting 
Genes/proteins) (Szklarczyk et al., 2015) είναι μια ολοκληρωμένη βάση δεδομένων των γνωστών 
άμεσων και έμμεσων αλληλεπιδράσεων μεταξύ γονιδίων/πρωτεϊνών, που προέρχεται από διάφορες 
πηγές, όπως βιοχημικές, γενετικές, πειραμάτων βιοφυσικής, αναλύσεις συν-έκφρασης και άλλα. 
Επιπλέον, με τη χρήση του εργαλείου WebGestalt (WEB-based GEne SeT AnaLysis Toolkit) (Wang et 
al., 2013) βρέθηκαν στατιστικά σημαντικά βιοχημικά μονοπάτια KEGG (Kanehisa et al., 2016) σε όριο 
σημαντικότητας FDR ίσο ε 0,001. Τέλος,  χρησιμοποιήθηκε μια υψηλής απόδοσης πλατφόρμα 
ανάλυσης δεδομένων, η bioCompendium (http://biocompendium.embl.de/), που δέχεται ως είσοδο 
λίστα γονιδίων ή πρωτεϊνών. Συγκρίνει τα αποτελέσματα από διαφορετικές πειραματικές συνθήκες και 
βάσεις δεδομένων και βρίσκει τις μοριακές λειτουργίες και τις βιολογικές διαδικασίες στις οποίες 




Αρχικά, από τη βάση δεδομένων Pubmed (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) ανακτήθηκαν 162 
άρθρα και 174 πειράματα μικροσυστοιχιών από τη βάση μικροσυστοιχιών GEO 
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(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) (Barrett and Edgar, 2006). Όλα τα 162 άρθρα από την Pubmed είτε 
δεν πληρούσαν τα κριτήρια επιλεξιμότητας είτε δεν περιείχαν τα δεδομένα γονιδιακής έκφρασης και 
έτσι αποκλείστηκαν από τη μετα-ανάλυση. Από τα σύνολα δεδομένων της GEO μόνο τέσσερα 
πληρούσαν τα κριτήρια επιλεξιμότητας και συμπεριλήφθηκαν στη μετα-ανάλυση. Αυτά περιείχαν 
δεδομένα για 31180 γονίδια, σε 93 ασθενείς με έμφραγμα του μυοκαρδίου και 89 υγιή άτομα.  
 














22 42450 21037 
26025919 GSE60993 
Illumina HumanWG-6 v3.0 expression 
beadchip 
7 7 35966 25162 
26025918 GSE61144 
Sentrix Human-6 v2 Expression 
BeadChip 
7 10 30535 24778 
- GSE66360 
Affymetrix Human Genome U133 Plus 
2.0 Array 
49 50 42450 21037 
 
 Από τη μετα-ανάλυση δημιουργήθηκε ένα αρχείο που δίνει για κάθε γονίδιο, την τιμή t, την τιμή 
του τυπικού σφάλματος (standard error) και την τιμή του p-value. Τα γονίδια με p-value<0.05 
θεωρήθηκαν στατιστικά σημαντικά, όμως ο μεγάλος αυτός αριθμός γονιδίων φανερώνει την ύπαρξη 
ψευδώς θετικών αποτελεσμάτων όπως αναφέρθηκε και στην παραπάνω ενότητα και υπάρχει ανάγκη 
διόρθωσης του p-value με τις μεθόδους διόρθωσης πολλαπλών συγκρίσεων. Όσον αφορά τα 
αποτελέσματα της μετα-ανάλυσης, η μέθοδος FDR με όριο ίσο με 0,01 (Benjamini and Hochberg, 
1995), εντόπισε συνολικά 626 διαφορικά εκφρασμένα γονίδια σε ασθενείς με έμφραγμα του 
μυοκαρδίου σε σύγκριση με τα υγιή άτομα. Οι άλλες μέθοδοι διόρθωσης πολλαπλών συγκρίσεων Sidak, 
Bonferroni, Holm και Holland εντόπισαν λιγότερα γονίδια ως στατιστικά σημαντικά. Είναι 
αξιοσημείωτο ότι οι επιμέρους μελέτες, αν αντιμετωπιστούν απομονωμένα, ανιχνεύουν έναν πολύ μικρό 
αριθμό γονιδίων που να συσχετίζεται με το έμφραγμα και να έχει βρεθεί και στη μετα-ανάλυση. Αυτό 
επιβεβαιώνει και την αναγκαιότητα της μετα-ανάλυσης μιας και ανιχνεύει στατιστικά σημαντικά 
γονίδια από ένα σύνολο μελετών τα οποία δε θα έβγαιναν σημαντικά στις επιμέρους μελέτες. Μια 
σύγκριση μεταξύ των στατιστικά σημαντικών γονιδίων που βρέθηκαν από κάθε μελέτη ξεχωριστά και 
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αυτών που βρέθηκαν από τη μετα-ανάλυση παρουσιάζεται τόσο στο διάγραμμα Venn (εικόνα 4.3) όσο 
και στον Πίνακα 4.2. Μόνο δυο γονίδια (VNN2 και NCALD) βρέθηκαν κοινά στις 3 επιμέρους μελέτες 
και στη μετα-ανάλυση. 
 
Πίνακας 4.2. Ο αριθμός των στατιστικά σημαντικών γονιδίων από κάθε μελέτη και από τη μετα-ανάλυση 
ανάλογα με τη μέθοδο διόρθωσης. 
 pvalue<0,05 FDR<0,01 Bonferroni Holm Sidak Holland 
Μελέτη 1: GSE48060 2845 3 3 3 3 3 
Μελέτη 2: GSE60993 4250 112 15 15 15 15 
Μελέτη 3: GSE61144 5916 2198 260 263 263 268 
Μελέτη 4: GSE66360 4694 1170 325 325 325 325 
Μετα-ανάλυση 4306 626 158 158 160 160 
 
 
Εικόνα 4.3. Διάγραμμα Venn των στατιστικά σημαντικών γονιδίων σε κάθε μελέτη και στη μετα-ανάλυση. 
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 Η περαιτέρω ανάλυση εστίασε στα 626 διαφορικά εκφρασμένα γονίδια στο έμφραγμα του 
μυοκαρδίου προκειμένου να βρεθεί ο τρόπος με τον οποίο εμπλέκονται στην ασθένεια. Αρχικά, μέσω 
του εργαλείου Biocompendium ανιχνεύθηκαν οι  βιολογικές διαδικασίες στις οποίες συμμετέχουν τα 
γονίδια αυτά. Είναι αξιοσημείωτο ότι πάνω από το 69% των γονιδίων σχετίζεται με το στρες και το 
20,6% των γονιδίων συμμετέχει σε φλεγμονώδεις αποκρίσεις (Εικόνα 4.4).  
 
 
Εικόνα 4.4. Βιολογικές διαδικάσίες στις οποίες συμμετέχουν τα  διαφορικά εκφρασμένα γονίδια στο έμφραγμα 
του μυοκαρδίου. 
 
 Χρησιμοποιώντας το εργαλείο ανάλυσης STRING καταφέραμε να απεικονίσουμε όλες τις 
αλληλεπιδράσεις των διαφορικά εκφρασμένων γονιδίων. Στο δίκτυο των πρωτεϊνικών 
αλληλεπιδράσεων υπάρχουν πολλά γονίδια τα οποία δεν αλληλεπιδρούν με άλλα, υπάρχουν όμως και 
γονίδια τα οποία σχηματίζουν ομάδες, κάτι το οποίο δείχνει ότι τα γονίδια αυτά εμπλέκονται στις ίδιες 
λειτουργίες (Εικόνα 4.5). Εντοπίστηκαν 88 γονίδια τα οποία έχουν μεγάλη συνδεδιμότητα μεταξύ τους 
και σχηματίζουν ένα πυκνό δίκτυο πρωτεινικών αλληλεπιδράσεων (Εικόνα 4.6). Οι πρωτεΐνες 
αντιπροσωπεύονται ως κόμβοι και οι ακμές του δικτύου (γραμμές) είναι οι αλληλεπιδράσεις τους οι 
οποίες αντιστοιχούν σε διάφορους μοριακούς τρόπους δράσης τους. Οι πρωτεΐνες οι οποίες 
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αλληλεπιδρούν με περισσότερους από έξι κόμβους (άλλες πρωτεινες) σε επίπεδο σημαντικότητας 0.7, 
μαζί με τις αντίστοιχες αλληλεπιδράσεις τους χρησιμοποιήθηκαν για περαιτέρω ανάλυση (Πίνακας 4.3). 
Αυτές οι πρωτεΐνες φαίνεται να σχηματίζουν δύο διακριτά υπο-δίκτυα όπως παρουσιάζεται στην Εικόνα 
4.6. Το πρώτο υπο-δίκτυο περιλαμβάνει γονίδια που εμπλέκονται στη φλεγμονή, ενώ το δεύτερο 
περιέχει τις πρωτεΐνες που είναι υπεύθυνες για την επεξεργασία του RNA και των διαδικασιών 
μεταφοράς στον πυρήνα (nuclear import/export). Το πρώτο υπο-δίκτυο περιλαμβάνει τα γονίδια: 
ADORA3, ARRB2, CCL5, CXCL6, CXCR2 (ΙL8RΒ), CXCR7 (ACKR3), FPR2 (FPRL1) και GPER 
(GPR30), ενώ το δεύτερο περιέχει NUP37, NUP43, RAE1 και SRSF1 και τα σχετικά γονίδια CCAR1, 
CSTF3, SNRP40 ή SEH1L, SNJPN, MIOS και B9D2. Ένα τρίτο πολύ μικρότερο υπο-δίκτυο μπορεί 
επίσης να θεωρηθεί αυτό το οποίο αποτελείται μόνο από τα γονίδια NOTCH1, IGFR1 (MGC18216) και 
SPI1. Αξίζει να σημειωθεί ότι τα γονίδια SERPINΑ1, SERPINΒ1, WDR59, RBL1 και CTSG 
αποτελούν κεντρικούς κόμβους οι οποιοι συνδέουν τα πρώτα δύο υπο-δίκτυα. Η περαιτέρω ανάλυση 
των 88 γονίδιων έδειξε ότι μεταξύ αυτών υπάρχουν τρία σημαντικά βιοχημικά μοναπάτια KEGG 
(Πίνακας 4.4). Δύο από αυτά τα μονοπάτια έχουν σχέση με την ανοσία και τη φλεγμονή (ARRB2, 
CCL5, CXCL6, CXCR2 και CXCR7) και ένα μονοπάτι εμπλέκεται στη μεταφορά του RNA (NUP37, 
NUP43 και RAE1). 
 Επιπλέον, πραγματοποιήθηκε μια σύγκριση των 626 διαφορικά εκφρασμένων γονιδίων με στόχο 
να εντοπιστεί αν κάποιο από αυτά τα γονίδια έχει χρησιμοποιηθεί ως παράγοντας γενετικού κινδύνου 
από μελέτες γενετικής συσχέτισης (δηλαδή, με πολυμορφισμούς του να είναι γνωστό ότι επηρεάζουν 
την ασθένεια). Για τη σύγκριση χρησιμοποιήθηκε η λίστα των συσχετίσεων γονιδίων και ασθενειών που 
δημιουργήθηκε και παρουσιάζεται εκτενώς στο επόμενο Κεφάλαιο (Kontou et al., 2016d) και 
περιλαμβάνει πληροφορίες από τρεις διαφορετικές βάσεις γενετικών δεδομένων. Από την αναζήτηση 
προέκυψε ότι μόνο 8 γονίδια είναι κοινά: FES, GPD1L, IMPA2, OLR1, PGS1, PPP1R3B, PPP1R3B, 
ST3GAL4. Είναι ενδιαφέρον ότι τα γονίδια αυτά δεν συνδέονται μεταξύ τους σύμφωνα με το δίκτυο 
αλληλεπιδράσεων της STRING. Είναι σημαντικό, επίσης, να σημειωθεί ότι τρία από αυτά τα γονίδια 
(FES, ST3GAL4 και PPP1R3B) συμπεριλαμβάνονται στα κορυφαία (top) 60 γονίδια με FDR μικρότερο 
από 10-8 (Πίνακας 4.4).  
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Εικόνα 4.5. Το συνολικό δίκτυο αλληλεπιδράσεων πρωτεϊνών-πρωτεϊνών των διαφορικά εκφρασμένων γονίδιων 
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Εικόνα 4.6. Δίκτυο αλληλεπιδράσεων πρωτεϊνών-πρωτεϊνών που κωδικοποιούνται από 88 διαφορικά 
εκφρασμένα γονίδια, τα οποία εμφανίζουν ισχυρή συνδεσιμότητα, στο έμφραγμα του μυοκαρδίου. Οι γραμμές με 
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Πίνακας 4.3. Τα γονίδια με τη μεγαλύτερη συνδεσιμότητα στο δίκτυο αλληλεπιδράσεων πρωτεϊνών-πρωτεϊνών 
σε δυο διαφορετικά επίπεδα σημαντικότητας (0.7 και 0.9). 
 




CXCR2 (IL8RB) C-X-C motif chemokine receptor 2 10 9 
NOTCH1 notch 1 10 5 
SPI1 Spi-1 proto-oncogene 10 5 
FPR2 (FPRL1) formyl peptide receptor 2 9 9 
RAE1 ribonucleic acid export 1 9 4 
NUP43 nucleoporin 43 8 6 
NUP37 nucleoporin 37 7 7 





chemokine (C-X-C motif) receptor 7 
(atypical chemokine receptor 3) 
 
6 6 
CCL5 C-C motif chemokine ligand 5 6 6 
CXCL6 C-X-C motif chemokine ligand 6 6 6 
ADORA3 adenosine A3 receptor 6 6 
GPER (GPR30) G protein-coupled estrogen receptor 1 6 6 
ARRB2 arrestin beta 2 6 5 
IGF1R 
(MGC18216) 
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Πίνακας 4.4. Τα βιοχημικά μονοπάτια της KEGG στα οποία συμμετέχουν τα γονίδια με τη μεγαλύτερη 












Πίνακας 4.4. Τα top-60 γονίδια με FDR <10-8. 
MMP25 HCK UST 
S100A8 SLC16A3 C18ORF17 
QIL1 OACT1 FLJ10081 
ADRB2 LOC651738 ST3GAL4 
CEACAM3 NCALD TRIB2 
CAMP PLEKHG4 CCDC76 
SLC19A1 PAFAH2 TAF15 
LAX1 LOC653610 ALPL 
DXS9879E EIF3S7 TCN1 
LOC649986 MGC7036 WDR57 
CHST12 ZYX CRYZL1 
ATP6V0E2L UBL4A KIAA0701 
PGLYRP1 LOC652878 PPP1R3B 
CKAP1 HMFN0839 PTPNS1 
FES CTSD KLRK1 
HK3 LOC650761 TRAF3IP3 
PDXP MRPS5 LAT 
RBL1 TRA16 IBRDC2 
EVA1 ADM SNAPC3 
HMG20A ANXA3 LOC440926 
 
 
Μονοπάτι KEGG  Όνομα Γονιδίου adjP 
Cytokine-cytokine receptor interaction CCL5 CXCR7 CXCR2 CXCL6 7.80e-05 
Chemokine signaling pathway CCL5 ARRB2 CXCR2 CXCL6 0.0003 
RNA transport NUP43 NUP37 RAE1 0.0003 
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Εικόνα 4.7. Το μονοπάτι αλληλεπίδρασης των 5 γονιδίων που αποτελούν κεντρικούς κόμβους και συνδέουν τα 





Στην παρούσα μελέτη, συνδυάζονται για πρώτη φορά όλα τα διαθέσιμα σύνολα δεδομένων 
μικροσυστοιχιών σχετικά με την εμφάνιση του εμφράγματος του μυοκαρδίου και πραγματοποιήθηκε 
μια μετα-ανάλυση προκειμένου να εντοπιστούν τα διαφορικά εκφρασμένα γονίδια που μπορούν να 
χρησιμοποιηθούν ως βιοδείκτες για την πρόγνωση εμφάνισης της ασθένειας. Ένα από τα κύρια 
προβλήματα που αφορούν τα πειράματα μικροσυστοιχιών είναι η έλλειψη τυποποίησης με αποτέλεσμα, 
τα δεδομένα που συλλέγονται από διαφορετικές πλατφόρμες μικροσυστοιχιών να μην μπορούν να 
συγκριθούν ή να αναπαραχθούν με ακρίβεια  (Ioannidis et al., 2009). Αυτό οφείλεται κυρίως στην 
έλλειψη δεδομένων και στον ελλιπή σχολιασμό τους ή στην έλλειψη προδιαγραφών σχετικά με την 
επεξεργασία και την ανάλυση. Το θέμα της σύγκρισης των δεδομένων που παράγονται από 
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διαφορετικές πλατφόρμες είναι υπό διερεύνηση εδώ και αρκετό καιρό (Jarvinen et al., 2004) και το 
φιλτράρισμα των ανιχνευτών έχει αποδειχθεί ότι βελτιώνει σημαντικά τη σύγκριση των δεδομένων 
εντός της ίδιας πλατφόρμας (Hwang et al., 2004). 
Οι μέθοδοι για το συνδυασμό διαφορετικών συνόλων δεδομένων σε μια μετα-ανάλυση μπορούν 
να βοηθήσουν τους ερευνητές σε ορισμένα από τα προβλήματα που αναφέρθηκαν παραπάνω (Moreau 
et al., 2003). Ωστόσο, τα θέματα που προαναφέρθηκαν, όπως η έλλειψη τυποποίησης, παραμένουν 
σημαντικά εμπόδια για την ανάπτυξη τέτοιων μεθόδων. Στην πρόσφατη βιβλιογραφία, υπάρχουν 
διάφορες μελέτες που συγκρίνουν τις διαφορετικές μεθόδους μετα-ανάλυσης (Campain and Yang, 2010; 
Chang et al., 2013; Hong and Breitling, 2008). Αξίζει να σημειωθεί ότι η έλλειψη τυποποίησης είναι 
επίσης εμφανής στην βιβλιογραφία σχετικά με μελέτες μετα-ανάλυσης των μικροσυστοιχιών, 
δεδομένου ότι διαφορετικές μέθοδοι και συνδυασμοί αυτών των μεθόδων έχουν χρησιμοποιηθεί στην 
πρόσφατη βιβλιογραφία. Μια πρόσφατη συστηματική έρευνα, είχε ως αποτέλεσμα την εμπειρική 
αξιολόγηση των άρθρων που αναφέρονται στη μετα-ανάλυση μικροσυστοιχιών (Tseng et al., 2012). Τα 
αποτελέσματα αυτής της αξιολόγησης ήταν πολύ ενδιαφέροντα, δεδομένου ότι, ένα μεγάλο μέρος από 
τις δημοσιευμένες μελέτες μετα-ανάλυσης διεξήχθη χρησιμοποιώντας την κατά κάποιον τρόπο  
ακατάλληλη μέθοδο μετα-ανάλυσης στην οποία συγκεντρώνονται μαζί τα αποτελέσματα των επιμέρους 
μελετών και εξάγεται από εκεί η τελική εκτίμηση χωρίς να συνυπολογίζεται το βάρος της κάθε μελέτης 
στο τελικό αποτέλεσμα (pooling method). Αυτό είναι ένα πολύ γνωστό πρόβλημα στη βιβλιογραφία 
σχετικά με τη μετα-ανάλυση και αυτή η προσέγγιση της συγκέντρωσης των συνόλων δεδομένων, 
προκειμένου να δημιουργηθεί απλά ένα μεγαλύτερο σύνολο δεν συνιστάται, δεδομένου ότι μπορεί να 
οδηγήσει σε διάφορους τύπους συστηματικού σφάλματος (bias). 
Με την εφαρμογή αξιόπιστων στατιστικών μεθοδολογιών, εντοπίσαμε 626 στατιστικά 
σημαντικά γονίδια. Αξίζει να σημειωθεί ότι η μετα-ανάλυση αποκάλυψε περισσότερα γονίδια ως 
στατιστικά σημαντικά από την ένωση των αποτελεσμάτων των επιμέρους μελετών. Επειδή μια μετα-
ανάλυση προσθέτει στατιστικό βάρος και ισχύ για την εκτίμηση του αποτελέσματος, το γεγονός ότι 
εντοπίστηκαν περισσότερα στατιστικά σημαντικά γονίδια σχετικά με την εμφάνιση του εμφράγματος 
του μυοκαρδίου ενισχύει την ευρωστία και την αξία της μετα-ανάλυσης στον τομέα της ανάλυσης 
δεδομένων υψηλής απόδοσης. Με βάση την βιοπληροφορική ανάλυση πετύχαμε την οπτικοποίηση 
αυτών των γονιδιακών αλληλεπιδράσεων, την ταυτοποίηση των βιοχημικών οδών και των βιολογικών 
διαδικασιών στις οποίες συμμετέχουν. 
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Είναι σημαντικό να σημειωθεί ότι τα γονίδια που βρέθηκαν στατιστικά σημαντικά για το 
έμφραγμα στην παρούσα μελέτη δεν συμπίπτουν, τουλάχιστον στο μεγαλύτερο μέρος τους, με γονίδια  
πολυμορφισμοί των οποίων έχουν προσδιοριστεί στο παρελθόν από τις κλασικές μελέτες γενετικής 
συσχέτισης ή τις ευρυγονιδιωματικές μελέτες. Μόνο οκτώ γονίδια είναι κοινά και σύμφωνα με την 
ανάλυση από τη STRING και από τις βάσεις γενετικών δεδομένων τα γονίδια αυτά εμπλέκονται στο 
μεταβολισμό των λιπιδίων (GPD1L, OLR1, PGS1), στο μεταβολισμό του γλυκογόνου και της γλυκόζης 
και έτσι συνδέονται με τον σακχαρώδη διαβήτη (PPP1R3B, ST3GAL4) ή εμπλέκονται σε διαδικασίες 
μεταφοράς στη μεμβράνη και σηματοδότησης (FES, IMPA2 και ABCB1). Είναι σημαντικό ότι τα τρία 
από αυτά τα γονίδια FES, ST3GAL4 και PPP1R3B είναι στα κορυφαία (top) 60 γονίδια με το μικρότερο 
p-value επομένως με την πιο ισχυρή συσχέτιση. Το γεγονός ότι η μέθοδός μας εντόπισε γονίδια που 
εμπλέκονται στο μεταβολισμό των λιπιδίων και του σακχάρου που είναι ευρέως γνωστοί ως γενετικοί 
παράγοντες κινδύνου για την εμφάνιση του εμφράγματος του μυοκαρδίου επιβεβαιώνει την αξιοπιστία 
της μετα-ανάλυσή που πραγματοποιήθηκε. Αν και τα κοινά γονίδια ήταν πολύ λίγα, η κατάσταση αυτή 
αντανακλά τα διαφορετικά επίπεδα πολυμορφισμών των γονιδίων και των πρωτεϊνών που εκφράζονται 
στην ανάπτυξη των καρδιαγγειακών βλαβών και εξελίσσονται σε έμφραγμα του μυοκαρδίου. 
 Με βάση τη βιοπληροφορική ανάλυση που διεξήχθη, μια κυρίαρχη ομάδα 88 στενά 
συνδεδεμένων γονιδίων ανακαλύφθηκε από τα διαφορικά εκφρασμένα γονίδια στο έμφραγμα. Η 
ανάλυση των μεταβολικών μονοπατιών τα κατατάσσει σε φλεγμονώδεις και θρομβωτικές διαδικασίες, 
σε διαδικασίες επούλωσης των πληγών και διαδικασίες μεταφοράς του RNA. Επιπλέον, αυτό 
επιβεβαιώθηκε και από το εργαλείο biocompedium στο οποίο είδαμε τα γονίδια να εμπλέκονται σε 
διαδικασίες απόκρισης στο στρες και στη φλεγμονή. Σε αυτό το σημείο καθίσταται σημαντικό να 
αναφερθεί ότι το έμφραγμα του μυοκαρδίου είναι κυρίως αποτέλεσμα της αθηροσκλήρωσης, μιας 
κατάστασης που εκδηλώνεται με χρόνια φλεγμονώδη απόκριση των λευκών αιμοσφαιρίων στα 
τοιχώματα των αρτηριών (Bonaventura et al., 2016).  
Τέλος, θα πρέπει να αναφερθούμε στα πέντε γονίδια που αποτελούν κεντρικούς κόμβους και 
συνδέουν τα δύο μεγάλα υπο-δίκτυα, το δίκτυο των φλεγμονωδών γονιδίων υποδοχέων- κυτοκίνης και 
το δίκτυο των γονίδιων μεταφοράς. Τα γονίδια αυτά είναι: SERPINA1, SERPINB2, WDR59, RBL1 και 
CTSG και είναι γραμμικά συνδεμένα μεταξύ τους στο ίδιο «μονοπάτι». Δύο από αυτά τα γονίδια είναι 
αναστολείς πεπτιδάσης της σερπίνης (SERPINA1, SERPINB2), ενώ το CTSG είναι μια πρωτεάση 
σερίνης με ειδικότητα τύπου θρυψίνης και χυμοθρυψίνης. Το γονίδιο WDR59 είναι ένα συστατικό του 
συμπλέγματος GATOR το οποίο λειτουργεί ως ενεργοποιητής της βιοχημικής οδού TORC1. Το γονίδιο 
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RBL1, εμπλέκεται στη ρύθμιση της έναρξης της κυτταρικής διαίρεσης. Αξιοσημείωτο είναι ότι ο 
πολυμορφισμός 4G/5G του γονιδίου της SERPINE1, ενός άλλου αναστολέα πεπτιδάσης της σερπίνης, 
έχει βρεθεί να σχετίζεται σημαντικά με έμφραγμα του μυοκαρδίου και με την αγγειακή θρόμβωση 
(Tsantes et al., 2007). Το γεγονός ότι η μέθοδός μας ανίχνευσε μερικά γονίδια τα οποία είναι ήδη 
γνωστά ότι σχετίζονται με το έμφραγμα του μυοκαρδίου ενισχύει τα νέα αποτελέσματα αυτής της 
μελέτης η οποία είχε ως στόχο την εύρεση γονιδίων που εμπλέκονται στο έμφραγμα του μυοκαρδίου.  
 
4.5 Δημοσιεύσεις σε επιστημονικά περιοδικά 
 
Στο Κεφάλαιο αυτό παρουσιάστηκε μια ανασκόπηση όλων των μεθοδολογιών που χρησιμοποιούνται 
για τη μετα-ανάλυση δεδομένων μικροσυστοιχιών με σκοπό την εύρεση διαφορικά εκφρασμένων 
γονιδίων από περισσότερες από μια μελέτες που ερευνούν το ίδιο βιολογικό ερώτημα, ενώ προτάθηκαν 
και σημαντικές τροποποιήσεις που παρουσιάζουν μια σειρά από πλεονεκτήματα. Η ανασκόπηση των 
μεθόδων μετα-ανάλυσης και η υλοποίηση των μεθόδων μετα-ανάλυσης που παρουσιάστηκαν στο παρόν 
Κεφάλαιο έχει γίνει δεκτή ως άρθρο ανασκόπησης στο Methods in Molecular Βiology (Kontou et al., 
2016a). Επιπλέον, η μετα-ανάλυση των δεδομένων μικροσυστοιχιών με σκοπό την εύρεση γονιδίων που 
εκφράζονται διαφορικά στην εμφάνιση του εμφράγματος του μυοκαρδίου η οποία παρουσιάστηκε στην 
ενότητα 4.4 έχει υποβληθεί ήδη σε διεθνές επιστημονικό περιοδικό (Kontou et al., 2016b). 
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Κεφάλαιο 5 





Οι ανθρώπινες γενετικές διαταραχές σπάνια αποδίδονται στη δράση ενός μόνο γονιδίου, συνήθως 
αποδίδονται στη συνδυαστική δράση περισσότερων του ενός (Cordell and Clayton, 2005; Goldstein, 
2009). Κατά την τελευταία δεκαετία, μέθοδοι αλληλούχισης μεγάλης-κλίμακας (high-
throughput sequencing) όπως μελέτες σάρωσης γονιδιώματος (genome-wide association studies 
ή GWAS) επιτρέπουν την ανίχνευση μεγάλου αριθμού γονιδίων που εμπλέκονται σε ασθένειες και 
εκατομμυρίων μονονουκλεοτιδικών πολυμορφισμών (SNPs) που σχετίζονται με ασθένειες (Hirschhorn, 
2009; Manolio, 2010).  
Δίκτυα που απεικονίζουν συσχετίσεις ασθενειών-γονιδίων επιτρέπουν όχι μόνο τη διερεύνηση 
της γενετικής πολυπλοκότητας μιας συγκεκριμένης ασθένειας, αλλά και τη σχέση μεταξύ φαινομενικά 
διαφορετικών ασθενειών (Barabasi et al., 2011; Pawson and Linding, 2008). Επιπλέον, δίκτυα 
αλληλεπιδράσεων γονιδίων και ασθενειών επιτρέπουν την πρόβλεψη γονιδίων σχετιζόμενων με 
ασθένειες, την αποσαφήνιση των μηχανισμών που εμπλέκονται στην παθογένεια των ασθενειών και το 
σχεδιασμό θεραπευτικών στρατηγικών (Barabasi et al., 2011; Pawson and Linding, 2008). Έχει 
αποδειχθεί ότι τα γονίδια που σχετίζονται με ίδιες ή παρόμοιες ασθένειες έχουν μεγαλύτερη τάση να 
αλληλεπιδρούν μεταξύ τους (Hartwell et al., 1999; Oti and Brunner, 2007). Σε αντίθεση με τις ασθένειες 
με διαφορετικούς φαινοτύπους, έχει παρατηρηθεί ότι οι ασθένειες με παρόμοιους φαινοτύπους έχουν 
κοινά γονίδια (Goh et al., 2007).  
Στην παρούσα μελέτη, κατασκευάστηκε ένα δίκτυο αλληλεπιδράσεων ανθρώπινων γονιδίων και 
ασθενειών, προκειμένου να διερευνηθούν οι συσχετίσεις μεταξύ των γενετικών ασθενειών του 
ανθρώπου και των γονιδίων που σχετίζονται με τις ασθένειες αυτές. Ο Goh και οι συνεργάτες του 
κατασκεύασαν το 2007 (Goh et al., 2007) ένα παρόμοιο δίκτυο που βασίζεται σε συσχετίσεις 
ασθενειών-γονιδίων οι οποίες έχουν εξαχθεί από τη βάση δεδομένων ΟΜΙΜ (Online Mendelian 
Inheritance in Man) (Amberger et al., 2015). Ωστόσο, αν και η ΟΜΙΜ αποτελεί την κύρια βάση 
δεδομένων γενετικών δεδομένων Μεντελικών ασθενειών, περιλαμβάνει μόνο τις πιο σημαντικές και 
σπάνιες ασθένειες καθιστώντας τη μελέτη που διεξήχθη από τον Goh και τους συνεργάτες του μάλλον 
ελλιπή. Προκειμένου να καλυφθεί αυτό το κενό και να συμπεριληφθούν περισσότερες ασθένειες 
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πολυπαραγοντικής αιτιολογίας, η μελέτη μας επεκτάθηκε, περιλαμβάνοντας δεδομένα από δύο 
διαφορετικές βάσεις δεδομένων, την GAD (Becker et al., 2004) και τον κατάλογο NHRI GWAS (Welter 
et al., 2014). Η GAD περιλαμβάνει δεδομένα γενετικής συσχέτισης για διάφορες πολυπαραγοντικές 
ασθένειες (κυρίως ασθένειες με μέτρια ως μικρή διεισδυτικότητα), αντλώντας την πληροφορία 
απευθείας από την PUBMED. Ο κατάλογος NHGRI GWAS περιλαμβάνει μια συλλογή δημοσιευμένων 
GWAS για τις συσχετίσεις SNP-ασθενειών. Στη βάση αυτή περιέχονται κυρίως πολυπαραγοντικές 
ασθένειες μεγάλης επίπτωσης, ενώ σε αντίθεση με την GAD, οι γενετικοί πολυμορφισμοί που 
μελετώνται, δεν είναι επιλεγμένοι εκ των προτέρων αλλά προκύπτουν από ανάλυση όλου του 
γονιδιώματος. Ως εκ τούτου, οι βάσεις αυτές, περιέχουν σημαντικές πληροφορίες που δεν υπάρχουν 




5.2.1 Συλλογή Δεδομένων 
 
Τα δεδομένα των συσχετίσεων γονιδίων-ασθενειών συλλέχθηκαν από τρεις βάσεις δεδομένων οι οποίες 
είναι διαθέσιμες στο ευρύ κοινό. Αυτές είναι: 
i) Η βάση δεδομένων OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man) (Amberger et al., 2015) 
που περιέχει πληροφορίες για τις γενετικά κληρονομήσιμες ασθένειες. Τα δεδομένα της βάσης 
δεδομένων OMIM περιέχονται στο αρχείο «genemap2.txt» το οποίο ανακτήθηκε από τη 
διεύθυνση https://omim.org/ στις 17 Αυγούστου 2013. Επιλέχθηκαν οι συσχετίσεις ασθενειών-
γονιδίων, τύπου 3 (το οποίο σημαίνει ότι είναι γνωστή η μοριακή βάση της ασθένειας), και 
κατόπιν δημιουργήθηκε ένα αρχείο από αυτά τα δεδομένα, στο οποίο μία στήλη περιέχει τα 
ονόματα των ασθενειών και μια άλλη στήλη τα ονόματα των γονιδίων που σχετίζονται με τις 
ασθένειες. Στην περίπτωση που το όνομα του γονιδίου δεν ήταν διαθέσιμο, η αντίστοιχη 
γενωμική περιοχή στην οποία χαρτογραφείται το γονίδιο περιελήφθη στη μελέτη αντ' αυτού. 
ii) Η βάση δεδομένων GAD (Becker et al., 2004) που περιέχει πληροφορίες για 
πολυπαραγοντικές ασθένειες. Τα δεδομένα της GAD περιέχονται στο αρχείο "all.txt" και 
ανακτήθηκαν από τη διεύθυνση http://geneticassociationdb.nih.gov στις 17 Αυγούστου 2013. 
Επιλέχθηκαν οι συσχετίσεις ασθενειών-γονιδίων, υπό τον τίτλο «Association» δηλαδή την 
ύπαρξη συσχέτισης. Λόγω του τεράστιου όγκου των διαθέσιμων συσχετίσεων στην GAD και 
του γεγονότος ότι πολλές από τις δημοσιευμένες μελέτες περιέχουν και «αρνητικά» 
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αποτελέσματα, επιλέχθηκαν μόνο οι συσχετίσεις για τις οποίες η GAD είχε την ένδειξη 
«significant». Επιπλέον, επειδή είναι γνωστό ότι οι μελέτες γενετικής συσχέτισης δίνουν πολλές 
φορές και αντικρουόμενα αποτελέσματα (Ioannidis et al., 2001), επιλέχθηκαν τελικά μόνο οι 
στατιστικώς σημαντικές συσχετίσεις που προέκυψαν από δημοσιευμένες μετα-αναλύσεις. Από 
αυτά τα δεδομένα, δημιουργήθηκε ένα αρχείο με τρεις στήλες που περιέχουν το όνομα της 
ασθένειας, το όνομα του γονιδίου και το γενετικό πολυμορφισμό που σχετίζεται με τη 
συγκεκριμένη ασθένεια. Όπως και πριν, σε περίπτωση που το όνομα του γονιδίου δεν ήταν 
διαθέσιμο, συμπεριελήφθη η αντίστοιχη χρωμοσωμική θέση του γονιδίου.  
iii) Η βάση δεδομένων NHRI GWAS (Welter et al., 2014) που περιέχει συσχετίσεις 
πολυμορφισμών (SNPs) με ασθένειες. Τα δεδομένα της ανακτήθηκαν από τη διεύθυνση 
http://www.genome.gov/gwastudies στις 23 Αυγούστου 2013. Στη μελέτη συμπεριλήφθηκαν 
μόνο οι γονιδιακοί πολυμορφισμοί. Στη συνέχεια, δημιουργήθηκε ένα αρχείο που περιλαμβάνει 
το όνομα της ασθένειας, το όνομα του γονιδίου και το σχετιζόμενο γονιδιακό πολυμορφισμό 
(SNP).  
Τα τρία αρχεία που προέκυψαν από τις βάσεις δεδομένων ενώθηκαν και προέκυψε ένα τέταρτο αρχείο 
το οποίο περιέχει όλες τις πληροφορίες σχετικά με τις συσχετίσεις γονιδίων και ασθενειών. Στο εξής ο 
όρος JOINT ή συνολικό δίκτυο αφορά το δίκτυο που έχει προκύψει από τη συνένωση των τριών 
βάσεων δεδομένων. 
 
5.2.2 Ονοματολογία ασθενειών και γονιδίων  
 
Ένα πρόβλημα που προέκυψε, ήταν η ετερογένεια στην ονοματολογία  των ασθενειών στις τρεις βάσεις 
δεδομένων, η οποία έκανε δύσκολη τη σύγκριση μεταξύ των δεδομένων. Προκειμένου να διατηρηθεί 
μια ομοιογενής ονοματολογία και κατηγοριοποίηση των ασθενειών, χρησιμοποιήθηκε η ονοματολογία 
που περιγράφεται στην Βάση Δεδομένων International Classification of Diseases (ICD). Η Βάση 
Δεδομένων ICD (http://www.who.int/classifications/icd/en/), του Παγκόσμιου Οργανισμού Υγείας  
(WHO), αποτελεί ένα σύστημα ταξινόμησης των ασθενειών όπου παρόμοιες ασθένειες ομαδοποιούνται 
σε μεγάλες κατηγορίες. Το όνομα κάθε ασθένειας - για  κάθε ένα από τα τρία σύνολα δεδομένων-
χρησιμοποιήθηκε ως ερώτημα έναντι της ICD για την εύρεση σχετικού συνωνύμου. Στην περίπτωση 
που ένα κατάλληλο συνώνυμο για ένα συγκεκριμένο όνομα ασθένειας δεν βρέθηκε στην ICD, η 
ευρύτερη κατηγορία ασθενειών στην οποία ανήκει η ασθένεια επιλέχθηκε αντ’ αυτού. Σε περίπτωση 
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που δεν βρέθηκε ούτε το συνώνυμο ούτε και η ευρύτερη κατηγορία μιας ασθένειας στην ICD, η εν λόγω 
ασθένεια δεν έχει συμπεριληφθεί στην παρούσα μελέτη. Όσον αφορά τα ονόματα των γονιδίων, 
χρησιμοποιήθηκαν τα σύμβολα γονιδίων όπως περιγράφονται στην HGNC (HUGO Gene Nomenclature 
Committee) (Gray et al., 2015), ούτως ώστε να διασφαλισθεί μια ομοιόμορφη ονοματολογία μεταξύ των 
τριών συνόλων δεδομένων. 
 
5.2.3 Ανάλυση Δικτύων και Οπτικοποίηση 
 
Το λογισμικό Cytoscape v.3.2.1 (http://www.cytoscape.org/) χρησιμοποιήθηκε για τη στατιστική 
ανάλυση, επεξεργασία και οπτικοποίηση των δεδομένων του δικτύου. Οι συσχετίσεις ασθενειών-
γονιδίων παρουσιάζονται ως διμερή δίκτυα, στα οποία δύο ομάδες κόμβων, που αντιστοιχούν σε 
ασθένειες και γονίδια, συνδέονται με ακμές. Δύο μονομερή δίκτυα δημιουργήθηκαν από το διμερές 
δίκτυο, χρησιμοποιώντας ένα πρόγραμμα γραμμένο σε γλώσσα προγραμματισμού Perl. Στα μονομερή 
δίκτυα, δύο κόμβοι συνδέονται μόνο αν και οι δύο συνδέονται με τον ίδιο κόμβο στο αρχικό διμερές 
δίκτυο. Για τις ομαδοποιήσεις στα μονομερή δίκτυα, χρησιμοποιήθηκε ο αλγόριθμος MCL (Markov 
Clustering) (Enright et al., 2002) που εφαρμόζεται στο Cytoscape (Cline et al., 2007).  
Στα συνολικά μονομερή (monopartite) δίκτυα η ανάλυση επικεντρώνεται κυρίως στα 
γονίδια/ασθένειες που είναι περισσότερο συνδεδεμένα/συνδεδεμένες (έχουν το μεγαλύτερο βαθμό), 
δηλαδή αλληλεπιδρούν, με μεγάλο αριθμό γονιδίων/ασθενειών αντίστοιχα. Για το σκοπό αυτό, τέθηκε 
αυθαίρετα ένα όριο για τα top-20 πιο πολύ συνδεδεμένα γονίδια/ασθένειες που αντιστοιχούν στο άκρο 
της κατανομής του βαθμού των κόμβων (Εικόνα 5.1). Επιπλέον, μια σειρά διαδικασιών τυχαιοποίησης 
(randomization procedures) πραγματοποιήθηκε με σκοπό να διερευνηθεί η ευρωστία (robustness) των 
ευρημάτων. Έτσι, εξετάστηκε αν τα top-20 γονίδια/ασθένειες στο αρχικό συνολικό δίκτυο 
αντιπροσωπεύουν επίσης τους 20 πιο συνδεδεμένους κόμβος στα τυχαία δίκτυα. Αρχικά, στο συνολικό 
(JOINT) δίκτυο γονιδίων/ασθενειών έγινε τυχαία αντιμετάθεση 100 φορές στη στήλη με τις ασθένειες. 
Δημιουργήθηκαν 100 τυχαία διμερή δίκτυα και στη συνέχεια προέκυψαν 100 μονομερή δίκτυα 
γονίδιων-γονίδιων. Έπειτα, τυχαιοποιήθηκε και η στήλη των γονιδίων στο αρχικό συνολικό διμερές 
δίκτυο και δημιουργήθηκαν 100 τυχαία διμερή δίκτυα και στη συνέχεια 100 τυχαία δίκτυα ασθενειών - 
ασθενειών παρήχθησαν από τα τυχαία διμερή δίκτυα. Επιπλέον, χρησιμοποιήσαμε μια παρόμοια 
διαδικασία τυχαιοποίησης με ταυτόχρονη μετάθεση τόσο των ασθενειών όσο και των γονίδιων. Με τον 
τρόπο αυτό παρήχθησαν 100 τυχαία δίκτυα γονίδιων-γονίδιων και 100 δίκτυα ασθενειών - ασθενειών. 
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Τέλος, προκειμένου να δοκιμαστεί η ευρωστία της τοπολογίας των τυχαιοποιημένων διμερών και 
μονομερών δικτύων, χρησιμοποιήθηκε ένας αλγόριθμος που πραγματοποιεί επανακαλωδίωση 
(rewiring) (Gobbi et al., 2014). Ο αλγόριθμος αυτός, διατηρώντας σταθερό το βαθμό των κόμβων του 
διμερούς δικτύου, επιτρέπει τον έλεγχο της κατανομής του βαθμού των κόμβων στα τυχαιοποιημένα 
δίκτυα γονιδίων-γονιδίων/ασθενειών–ασθενειών έτσι ώστε να είναι και εκεί σταθερός. Σε όλες τις 
διαδικασίες τυχαιοποίησης, οι κόμβοι κατατάχθηκαν ανάλογα με το βαθμό και ελέγχθηκε κατά πόσο τα 




Εικόνα 5.1. Η κατανομή του βαθμού των κόμβων των γονιδίων (επάνω) και των ασθενειών (κάτω) στα συνολικά 
δίκτυα γονιδίων – γονιδίων και ασθενειών – ασθενειών.  
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Στην παρούσα μελέτη, κατασκευάστηκαν μονομερή δίκτυα γονιδίων-γονιδίων και ασθενειών–
ασθενειών από διμερή δίκτυα γονιδίων–ασθενειών μέσω της ενσωμάτωσης τριών βάσεων δεδομένων. Η 
διαδικασία συλλογής των δεδομένων αλλά και της ανάλυσης που ακολουθήθηκε στη μελέτη 
απεικονίζεται διαγραμματικά στην Εικόνα 5.2. Στην Εικόνα 5.3 απεικονίζεται η διαδικασία υλοποίησης 
του αλγόριθμου που μετατρέπει το διμερή γράφο με τις συσχετίσεις ασθενειών-γονιδίων σε  μονομερή 
δίκτυα αλληλεπιδράσεων ασθενειών-ασθενειών και γονιδίων-γονιδίων. Ο αλγόριθμος αυτός 
υλοποιήθηκε σε γλώσσα προγραμματισμού Perl και είναι πλέον διαθέσιμος στο ευρύ κοινό στην 
ιστοσελίδα http://www.compgen.org/tools/powerclust. 
 
Εικόνα 5.2. Διαγραμματική απεικόνιση της συλλογής δεδομένων και της ανάλυσης. 
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Εικόνα 5.3. Δημιουργία του δικτύου αλληλεπιδράσεων ασθενειών-ασθενειών και γονιδίων-γονιδίων, από το 
διμερές γράφο με τις συσχετίσεις ασθενειών-γονιδίων. 
 
Τα μοναδικά ονόματα ασθενειών και γονιδίων, καθώς και οι μοναδικές συσχετίσεις ασθενειών-γονιδίων 









Τα γονίδια και οι ασθένειες από τις τρεις διαφορετικές βάσεις δεδομένων διαφέρουν σημαντικά 
μεταξύ τους, όπως απεικονίζεται στα παρακάτω διαγράμματα Venn. Αξίζει να σημειωθεί ότι και οι 
τρεις βάσεις δεδομένων έχουν μεταξύ τους μόνο 105 κοινά γονίδια και 37 κοινές ασθένειες. Το γεγονός 
 OMIM GAD GWAS Συνολικά 
Ονόματα Ασθενειών 1,059 98 277 1,267 
Ονόματα Γονιδίων 1,897 791 2,018 3,854 
Συσχετίσεις Ασθενειών-Γονιδίων 2,911 1,024 3,633 7,158 
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αυτό, δείχνει ότι η προσπάθεια συνένωσης δεδομένων από διαφορετικές πηγές, ήταν σωστή, καθώς σε 
διαφορετική περίπτωση, πολλές πιθανές συσχετίσεις θα είχαν αγνοηθεί. Πρέπει να τονιστεί εδώ, ότι η 
μέθοδος για την ενοποίηση, είχε διαφορετικό σκοπό από άλλες αντίστοιχες εργασίες, καθώς στόχος 
ήταν να συγκεντρωθούν όσο περισσότερα δεδομένα ήταν δυνατό (ενώ παραδοσιακά οι μεθοδολογίες 




Εικόνα 5.4. Διάγραμμα Venn για την επικάλυψη των γονιδίων στις τρεις βάσεις δεδομένων (Αριστερά) και 
διάγραμμα Venn για την επικάλυψη των ασθενειών στις τρεις βάσεις δεδομένων (Δεξιά). Παρατηρούμε, ότι τόσο 
για τις ασθένειες, όσο και για τα γονίδια, η επικάλυψη είναι ιδιαίτερα μικρή. 
 
Αρχικά, τρεις μη κατευθυνόμενοι γράφοι κατασκευάστηκαν, ένας για κάθε σύνολο δεδομένων. 
Το ένα σύνολο κόμβων στους διμερείς γράφους αντιστοιχεί στις γενετικές ασθένειες και το άλλο 
σύνολο αντιστοιχεί στα γονίδια που σχετίζονται με τις ασθένειες αυτές. Στη συνέχεια κατασκευάστηκαν 
δύο σύνολα μη κατευθυνόμενων μονομερών γράφων. Το πρώτο σύνολο αποτελείται από τρία δίκτυα 
ασθενειών, ένα για κάθε βάση δεδομένων, όπου οι κόμβοι αντιπροσωπεύουν ασθένειες οι οποίες 
συνδέονται μεταξύ τους, εάν έχουν τουλάχιστον ένα κοινό γονίδιο που εμπλέκεται και στις δύο 
ασθένειες. Το δεύτερο σύνολο γράφων περιλαμβάνει τρία δίκτυα γονιδίων που σχετίζονται με 
ασθένειες. Οι κόμβοι του δικτύου αυτού αντιπροσωπεύουν γονίδια τα οποία συνδέονται μεταξύ τους 
μόνο αν συμμετέχουν στην ίδια ασθένεια. Επιπλέον, κατασκευάστηκαν δυο συνολικά δίκτυα – 
ασθενειών και γονιδίων- με συνένωση των τριών δικτύων ασθενειών και γονιδίων, αντίστοιχα. 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
06/06/2020 00:52:21 EEST - 137.108.70.13
  101  
 
Πραγματοποιήθηκε ανάλυση όλων των δικτύων (8) με το πρόγραμμα ανάλυσης δικτύων Cytoscape. 
Παρακάτω παρατίθενται τα δίκτυα που προέκυψαν από την ανάλυση. Τόσο για το δίκτυο γονιδίων-
γονιδίων όσο και για το δίκτυο ασθενειών-ασθενειών, παρατίθεται το δίκτυο της OMIM, της GAD, της 
GWAS, αλλά και το συνολικό το οποίο προκύπτει από τη συνένωση των τριών. 
 
5.3.1 Δίκτυα ασθενειών -ασθενειών 
 
Το πρώτο σύνολο μονομερών δικτύων αποτελείται από τέσσερα δίκτυα ασθενειών, της OMIM, GAD, 
GWAS και το συνολικό JOINT δίκτυο (Εικόνες 5.5-5.8). Οι κόμβοι του δικτύου είναι οι ασθένειες και 
οι ακμές του (αλληλεπιδράσεις) είναι η συσχέτισή τους με κάποιο γονίδιο. 
 
 
Εικόνα 5.5. Το δίκτυο που περιλαμβάνει τις αλληλεπιδράσεις ασθενειών-ασθενειών της βάσης δεδομένων 
OMIM. 
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Εικόνα 5.6. Το δίκτυο που περιλαμβάνει τις αλληλεπιδράσεις ασθενειών-ασθενειών της βάσης δεδομένων GAD. 
 
Εικόνα 5.7. Το δίκτυο που περιλαμβάνει τις αλληλεπιδράσεις γονιδίων-γονιδίων της βάσης δεδομένων GWAS. 
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Εικόνα 5.8. Το συνολικό δίκτυο που περιλαμβάνει τις αλληλεπιδράσεις γονιδίων-γονιδίων. 
 
Από τη στατιστική ανάλυση των δικτύων προέκυψε ότι τα δίκτυα ασθενειών – ασθενειών 
ανήκουν στην κατηγορία των δικτύων άνευ κλίμακας (scale-free networks) στα οποία η πιθανότητα 
ένας κόμβος να αλληλεπιδρά με ένα σύνολο k κόμβων ακολουθεί την κατανομή νόμου δύναμης (power 
law distribution). Η κατανομή του βαθμού των κόμβων P(k) του δικτύου που έχει k συνδέσεις με 
άλλους κόμβους ορίζεται από τη σχέση P(k) ~ k-γ, όπου γ η εκτιμώμενη παράμετρος του νόμου δύναμης 
για την κατανομή του βαθμού των κόμβων (Barabasi, 2009; Barabasi and Albert, 1999). Στα δίκτυα 
ασθενειών υπάρχουν λίγοι κόμβοι οι οποίοι εμφανίζουν μεγάλο αριθμό συνδέσεων (κεντρικοί κόμβοι). 
Επίσης, όσο πιο μικρή είναι η τιμή του εκθέτη του βαθμού (γ) τόσο περισσότερο οι ιδιότητες του 
δικτύου καθορίζονται από τους κεντρικούς κόμβους. Οι τιμές του γ στον Πίνακα 5.1 που είναι αρκετά 
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μικρές, υποστηρίζουν περαιτέρω το γεγονός ότι το δίκτυο είναι άνευ κλίμακας. Στην Εικόνα 5.9 
παρουσιάζεται η κατανομή του βαθμού των κόμβων η οποία επιβεβαιώνει ότι ακολουθεί την κατανομή 
νόμου δύναμης. Το 78.8% των ασθενειών αλληλεπιδρά τουλάχιστον με μια μόνο ασθένεια και 
υπάρχουν 705 ασθένειες οι οποίες σχηματίζουν μια μεγάλη ομάδα με 3,956 αλληλεπιδράσεις οι οποίες 
αποτελούν το 56% των αλληλεπιδράσεων του συνολικού δικτύου (Εικόνα 5.8). Οι παρατηρήσεις αυτές 
καταλήγουν στη διαπίστωση ότι πολλές από τις παραπάνω ασθένειες εμφανίζουν ένα κοινό γενετικό 
υπόβαθρο. Αν οι ασθένειες είχαν διαφορετικό γενετικό υπόβαθρό τότε θα υπήρχε ένας μεγάλος αριθμός 
ασθενειών που θα αλληλεπιδρούσαν μόνο με ένα γονίδιο. Στις Εικόνες 5.5-5.8 εμφανίζεται μόνο ένας 
μικρός αριθμός ασθενειών οι οποίες αλληλεπιδρούν με ένα μόνο γονίδιο. 
 Ο μέσος βαθμός για κάθε κόμβο είναι ένα στατιστικό μέτρο που αντικατοπτρίζει την πυκνότητα 
του δικτύου και υπολογίζεται από τον αριθμό των ακμών/αριθμό των κόμβων του δικτύου. Ο μέσος 
βαθμός για κάθε κόμβο είναι: 2.2 στο δίκτυο της OMIM, 2.4 στο δίκτυο της GAD, 8.7 στο δίκτυο της 
GWAS και 5.7 στο συνολικό JOINT δίκτυο. Το δίκτυο της GWAS είναι το πιο πυκνό δίκτυο κι αυτό με 
το μεγαλύτερο αριθμό αλληλεπιδράσεων (ακμών). Το συνολικό δίκτυο είναι λιγότερο πυκνό σε σχέση 
με αυτό της GWAS και αυτό γιατί οι 3 βάσεις δεδομένων έχουν πολλές κοινές αλληλεπιδράσεις 
ασθενειών-ασθενειών και κατά τη δημιουργία του συνολικού δικτύου συνενώθηκαν, καταλήγοντας έτσι 
σε ένα λιγότερο πυκνό δίκτυο (Πίνακας 5.1).  
 
  Πίνακας 5.1. Στατιστικά μέτρα των δικτύων ασθενειών–ασθενειών. 
 Κόμβοι Ακμές γ Μέσος Βαθμός Κόμβων 
ΟΜΙΜ 716 1573 1.77 2.2 
GAD 69 168 1.02 2.4 
GWAS 256 2230 0.83 8.7 
JOINT 
NETWORK 
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Εικόνα 5.9. Κατανομή του αριθμού των κόμβων σε λογαριθμική κλίμακα για τα δίκτυα ασθενειών-ασθενειών. 
 
Όλοι οι κόμβοι των δικτύων ταξινομήθηκαν με βάση τον αριθμό των αλληλεπιδράσεων (ακμών) 
με σκοπό να βρεθούν οι κόμβοι (ασθένειες) με το μεγαλύτερο αριθμό αλληλεπιδράσεων. Στη συνέχεια, 
επιλέχθηκαν οι top-20 κόμβοι (Πίνακας 5.2), δηλαδή οι 20 ασθένειες οι οποίες αλληλεπιδρούν με 
μεγάλο αριθμό γονιδίων, και δημιουργήθηκαν τέσσερα υπο-δίκτυα με βάση αυτούς τους κόμβους στο 
πρόγραμμα cytoscape (Εικόνες 5.10-5.13). Σύμφωνα με το διάγραμμα Venn, η επικάλυψη μεταξύ των 
τεσσάρων διαφορετικών δικτύων είναι αξιοσημείωτα μικρή, με μία μόνο ασθένεια (μη 
ινσουλινοεξαρτώμενος σακχαρώδης διαβήτης) να είναι κοινή και στα τέσσερα σύνολα δεδομένων 
(Εικόνα 5.14). Αυτές οι διαφορές οφείλονται κυρίως στο γεγονός ότι το περιεχόμενο των τριών βάσεων 
δεδομένων είναι αρκετά διαφορετικό. 
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Εικόνα 5.10. Οι 20 ασθένειες με τη μεγαλύτερη συνδεσιμότητα στο δίκτυο ασθενειών-ασθενειών της OMIM. 
 
 
Εικόνα 5.11. Οι 20 ασθένειες με τη μεγαλύτερη συνδεσιμότητα στο δίκτυο ασθενειών-ασθενειών της GAD. 
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Εικόνα 5.12. Οι 20 ασθένειες με τη μεγαλύτερη συνδεσιμότητα στο δίκτυο ασθενειών-ασθενειών της GWAS. 
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Πίνακας 5.2. Οι 20 ασθένειες με τη μεγαλύτερη συνδεσιμότητα. 
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Εικόνα 5.14. Το διάγραμμα Venn των top-20 κόμβων από τα τέσσερα δίκτυα ασθενειών-ασθενειών. 
 
Στο δίκτυο της OMIM δεν παρατηρείται ιδιαίτερη συνδεσιμότητα και ένας κόμβος (ανάμεσα 
στους ισχυρά συνδεδεμένους) παραμένει ασύνδετος σε σχέση με τους υπόλοιπους. Αυτό πιθανότατα 
οφείλεται στο γεγονός ότι η OMIM περιλαμβάνει κυρίως μονογονιδιακές ασθένειες.  Εν αντιθέσει με 
την ΟΜΙΜ, στη GWAS παρατηρείται μεγαλύτερη συνδεσιμότητα μεταξύ των ισχυρά συνδεδεμένων 
κόμβων, η οποία συνίσταται στο γεγονός ότι αυτή η βάση δεδομένων εμπεριέχει ένα μεγάλο αριθμό 
μονονουκλεοτιδικών πολυμορφισμών σε γονίδια που συνδέονται με μια κοινή ασθένεια. Επίσης, 
μεγάλη συνδεσιμότητα παρατηρείται στο συνολικό JOINT δίκτυο, όπως αναμενόταν, διότι είναι πιο 
ολοκληρωμένο εφόσον έχει ενσωματώσει δεδομένα και από τις τρεις διαφορετικές βάσεις δεδομένων.  
Παρατηρώντας τις παραπάνω εικόνες, ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι 
φαινομενικά διαφορετικές ασθένειες - με διαφορετικούς φαινότυπους και κλινικές εκδηλώσεις- φαίνεται 
να είναι στενά συνδεδεμένες, υποδηλώνοντας ότι σχετίζονται με πολλά κοινά γονίδια. Ενδεικτικά, η 
σχιζοφρένεια, η  σκλήρυνση κατά πλάκας και η νόσος Alzheimer, που αντιστοιχούν σε μια ψυχική 
διαταραχή, σε ένα αυτοάνοσο νόσημα και σε μια νευροεκφυλιστική νόσο, συνδέονται μεταξύ τους στο 
συνολικό δίκτυο και στο δίκτυο GWAS, υποδηλώνοντας ότι προκαλούνται από κοινά γονίδια. Παρόλα 
αυτά, οι ασθένειες αυτές παρουσιάζουν σημαντικές και ουσιαστικές ομοιότητες μεταξύ τους,  όπως την 
ηλικία έναρξης των συμπτωμάτων στους ασθενείς, την εποχή του έτους την οποία οι ασθενείς έχουν 
γεννηθεί (στοιχείο, που μπορεί να είναι σημαντικό εάν ληφθεί υπόψη, για παράδειγμα, ότι μερικές 
ασθένειες μπορούν να προκληθούν σε διαφορετικές χρονικές περιόδους/καιρικές συνθήκες ή να 
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ευδοκιμούν σε κρύο καιρό - ίσως λόγω καταστολής του ανοσοποιητικού συστήματος), ακόμη και τη 
συσχέτιση με την γεωγραφική θέση των ασθενών (Schwartz, 2011; Tremlett and Devonshire, 2006). 
Ωστόσο, η σχιζοφρένεια και η σκλήρυνση κατά πλάκας δεν συνδέονται στο δίκτυο GAD, παρόλο που 
αποτελούν κεντρικούς κόμβους˙ προφανώς λόγω της έλλειψης γονιδιακών δεδομένων. Επιπλέον, καμιά 
από τις τρεις ασθένειες δεν αποτελούν κεντρικούς κόμβους στο δίκτυο OMIM. 
Επιπλέον, η υπέρταση, ένα καρδιαγγειακό νόσημα, και η λεμφοειδής λευχαιμία, ένα νεόπλασμα, 
συνδέονται στο δίκτυο GWAS και στο συνολικό δίκτυο. Σε προηγούμενη μελέτη έχει παρατηρηθεί 
υψηλή συχνότητα εμφάνισης της υπέρτασης σε παιδιά που πάσχουν από οξεία λεμφοβλαστική 
λευχαιμία (Attard-Montalto et al., 1994). Εν τούτοις, το γονιδιακό υπόβαθρο δεν ήταν γνωστό. Τα 
παραπάνω δίκτυα επιτρέπουν να ταυτοποιήσουμε τα κοινά γονίδια που συμμετέχουν στις δυο αυτές 
ασθένειες και δίνουν μια παραπάνω ένδειξη για την κατεύθυνση στην οποία πρέπει να κινηθούν οι 
μελλοντικές έρευνες. 
Τέλος, το άσθμα, μια ασθένεια του αναπνευστικού συστήματος, συνδέεται με τη σχιζοφρένεια 
στο δίκτυο GWAS και στο συνολικό δίκτυο. Σε μια έρευνα που διεξήχθη στη Δανία παρατηρήθηκε μια 
συσχέτιση μεταξύ του άσθματος και του κίνδυνου ανάπτυξης σχιζοφρένειας (Pedersen et al., 2012). 
Όπως και στις προηγούμενες περιπτώσεις το γενετικό υπόβαθρο δεν είναι γνωστό. 
Οι παραπάνω παρατηρήσεις επισημαίνουν την περαιτέρω ανάγκη για την ενσωμάτωση 
αλληλοσυμπληρωμένων δεδομένων από διαφορετικές πηγές στην δημιουργία δικτύων. Επίσης, με τη 
βοήθεια των δικτύων ασθενειών μπορούμε να εξάγουμε πολύ σημαντικά και χρήσιμα συμπεράσματα  
όσον αφορά  τα γονίδια που ευθύνονται για φαινομενικά διαφορετικές σχετιζόμενες ασθένειες. 
 
5.3.2 Δίκτυα γονιδίων-γονιδίων 
 
Το δεύτερο σύνολο μονομερών δικτύων αποτελείται από τέσσερα δίκτυα γονιδίων, της OMIM, GAD, 
GWAS και το συνολικό JOINT δίκτυο (Εικόνες 5.15-5.18). Οι κόμβοι των δικτύων είναι τα γονίδια και 
οι μεταξύ τους συνδέσεις αποτελούν την ασθένεια με την οποία αλληλεπιδρούν. Το 92,9% των γονιδίων 
βρέθηκε να έχει παραπάνω από μια αλληλεπίδραση, κάτι το οποίο ενισχύει την άποψη ότι οι 
περισσότερες ασθένειες είναι προϊόν της δράσης αρκετών γονιδίων (multigenic).  
Και στα τέσσερα δίκτυα γονιδίων-γονιδίων, υπάρχουν λίγοι κόμβοι οι οποίοι εμφανίζουν μεγάλο 
αριθμό συνδέσεων (κεντρικοί κόμβοι) (Εικόνες 5.15-5.18). Στην Εικόνα 5.19 παρουσιάζεται η 
κατανομή του αριθμού των κόμβων σε λογαριθμική κλίμακα για τα δίκτυα γονιδίων-γονιδίων που 
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υποδεικνύει ότι και τα τέσσερα δίκτυα γονιδίων-γονιδίων χαρακτηρίζονται από μια κατανομή του 
βαθμού που ακολουθεί ένα νόμο δύναμης (power law) και προφανώς εμπίπτουν στην κατηγορία των 
δικτύων άνευ κλίμακας (scale free networks). Ο μέσος βαθμός των κόμβων είναι: 10.6 στην OMIM, 
19.3 στη GAD, στην GWAS 40.3 και 39.4 στο συνολικό JOINT δίκτυο (Πίνακας 5.3). Το δίκτυο της 
GWAS είναι το πιο πυκνό (εικόνα 5.17, Πίνακας 5.3). Το συνολικό JOINT δίκτυο είναι ελάχιστα πιο 
αραιό από αυτό της GWAS και αυτό εξαιτίας κάποιας επικάλυψης μεταξύ των αλληλεπιδράσεων 
γονιδίων-γονιδίων. Όπως είναι αναμενόμενο τα δίκτυα γονιδίων είναι πιο πυκνά σε σχέση με τα δίκτυα 
των ασθενειών διότι είναι πιο μεγάλος ο αριθμός των γονιδίων που αλληλεπιδρούν με ένα σύνολο 
ασθενειών όπως αναφέρθηκε και παραπάνω. 
 
Εικόνα 5.15. Το δίκτυο που περιλαμβάνει τις αλληλεπιδράσεις γονιδίων-γονιδίων της βάσης δεδομένων OMIM. 
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Εικόνα 5.17. Το δίκτυο που περιλαμβάνει τις αλληλεπιδράσεις γονιδίων-γονιδίων της βάσης δεδομένων GWAS. 
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Εικόνα 5.18. Το συνολικό δίκτυο που περιλαμβάνει τις αλληλεπιδράσεις γονιδίων-γονιδίων. 
 
Πίνακας 5.3. Στατιστικά μέτρα των δικτύων γονιδίων–γονιδίων. 
 Κόμβοι Ακμές γ Μέσος Βαθμός Κόμβων 
ΟΜΙΜ 1543 16359 1.21 0.014 
GAD 774 14903 0.55 0.050 
GWAS 2005 80837 0.82 0.040 
Συνολικό 
Δίκτυο 
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Εικόνα 5.19. Κατανομή του αριθμού των κόμβων σε λογαριθμική κλίμακα για τα δίκτυα γονιδίων-γονιδίων. 
 
Στη συνέχεια για καθένα από τα δίκτυα υπολογίστηκε ο αριθμός των κόμβων με το μεγαλύτερο 
βαθμό (περισσότερες συνδέσεις-hubs) προκειμένου να βρεθούν ποια είναι αυτά που συσχετίζονται πιο 
πολύ με τις περισσότερες ασθένειες. Στον Πίνακα 5.4 παρουσιάζονται τα 20 γονίδια με το μεγαλύτερο 
αριθμό συνδέσεων στα δίκτυα των τριών βάσεων δεδομένων και του συνολικού. Παρατηρώντας τον 
πίνακα διαπιστώνεται ότι τα γονίδια διαφέρουν σημαντικά μεταξύ των τεσσάρων δικτύων. Πιο 
συγκεκριμένα, βάσει του διαγράμματος Venn, δεν υπάρχει ούτε ένας κοινός κεντρικός κόμβος μεταξύ 
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Πίνακας 5.4. Τα 20 γονίδια με τη μεγαλύτερη συνδεσιμότητα (Τα γονίδια με * αντιστοιχούν σε διαμεμβρανικές 
πρωτεΐνες). 
OMIM GAD GWAS Συνολικό Δίκτυο 
SPINK5 IL2RA* JAZF1 IRF8 
KRAS RPS14P1 HLA-DQA1* BACH2 
TRIM32 ST13P1 ADCY3* MAP4K5 
LMNA PTPN2 C6ORF10* LIPC 
COL11A2 JAZF1 HFE* NCKAP5 
IL6 IRF8 MAP4K5 RASGRP1 
NRAS VEGFA CDH13 CDH13 
CFH DAB2 BACH2 DNMT3A 
TTC8 CENPW HLA-DQB1* KCNQ1* 
CEP290 UBASH3A SLC22A5* HLA-DRA* 
ARL6 C1ORF87 DNMT3A SLC22A5* 
FGFR2* RPL34P26 KCNQ1* SH2B3 
SDHA RPS3AP51 HLA-B* ADCY3* 
CREBBP BACH2 UBE2L3 C6ORF10* 
NF1 SMIM20* IKZF1 NOTCH4* 
ATP6V0A2* SH2B3 IRF8 HLA-DQB1* 
CAV3 PTPN22 LIPC JAZF1 
PTPN11 KIAA1109* GPC5 HFE* 
TTN CTLA4* ZMIZ1 BTNL2* 
MYH7 PLCL1 THADA HLA-DQA1* 
 
 
Εικόνα 5.20. Το διάγραμμα Venn των top-20 κόμβων από τα τέσσερα δίκτυα γονιδίων-γονιδίων. 
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Στη συνέχεια, προκειμένου να επιβεβαιωθεί η ισχύς των αποτελεσμάτων, εφαρμόστηκαν 
διάφορες μέθοδοι τυχαιοποίησης και αντιμετάθεσης (permutation). Από την ανάλυση των 
αποτελεσμάτων των μεθόδων τυχαιοποίησης (είτε ανακατεύοντας τη μια στήλη του διμερούς γράφου 
είτε και τις δύο) παρατηρήθηκε ότι το 95% (19/20) των top-20 γονιδίων και των top-20 ασθενειών από 
τα αρχικά δίκτυα γονιδίων–γονιδίων και ασθενειών–ασθενειών βρέθηκε να κατατάσσεται μεταξύ των 
top 20 πιο συνδεδεμένων κόμβων στα τυχαία δίκτυα (Πίνακας 5.5-5.6). Ως εκ τούτου, ακόμη και μετά 
τη διαδικασία τυχαιοποίησης, τα τοπολογικά χαρακτηριστικά των δικτύων και οι ιδιότητες τους 
διατηρήθηκαν σταθερά. Για παράδειγμα, ένα γονίδιο που εμφανίζεται με μεγάλο βαθμό κόμβου στο 
αρχικό δίκτυο, εμφανίζεται επίσης με μεγάλο βαθμό κόμβου στα τυχαία δίκτυα, επειδή με βάση τα 
δεδομένα το γονίδιο αυτό εμπλέκεται σε πολλές ασθένειες. Το ίδιο αποτέλεσμα παρατηρήθηκε και όταν 
εφαρμόστηκε ο αλγόριθμος επανακαλωδίωσης (Gobbi et al., 2014). Ο αλγόριθμος επανακαλωδίωσης 
(rewiring) χρησιμοποιήθηκε επιπλέον για να ελεγχθεί το αν οι κατανομές του βαθμού των κόμβων των 
μονομερών δικτύων διατηρούνται σταθερές στα τυχαία δίκτυα ασθενειών- ασθενειών και γονιδίων–
γονιδίων σε σχέση με τα αρχικά δίκτυα. Μετά από 100 προσομοιώσεις (simulations), οι τιμές της 
παραμέτρου γ από τα τυχαία δίκτυα δεν βρέθηκε να διαφέρουν σημαντικά ενώ ο αριθμός των 
αλληλεπιδράσεων (ακμών) παρέμενε σταθερός. Για παράδειγμα, η μέση τιμή της παραμέτρου γ για τα 
τυχαία δίκτυα ασθενειών βρέθηκε 1.314 (εύρος τιμών: 1.266-1.370), πολύ κοντά δηλαδή στην τιμή του 
πραγματικού δικτύου που είναι 1.386, ενώ η μέση τιμή της παραμέτρου γ για τα τυχαία δίκτυα γονιδίων 
βρέθηκε 1.129 (εύρος τιμών: 1.092-1.166), πολύ κοντά επίσης στην τιμή του πραγματικού δικτύου που 
είναι 1.143. Συνοψίζοντας, μετά από όλες τις διαδικασίες τυχαιοποίησης που πραγματοποιήθηκαν, οι 
top 20 πολύ συνδεδεμένοι κόμβοι του δικτύου των ασθενειών και των γονίδιων στα αρχικά δίκτυα 
βρέθηκαν να κατατάσσονται σταθερά μεταξύ των 20 κορυφαίων κόμβων στα τυχαιοποιημένα δίκτυα 
και οι τοπολογικές ιδιότητες των αρχικών δικτύων παρέμειναν ίδιες και στα τυχαία δίκτυα. Αυτό 
συμβαίνει επειδή το συνολικό JOINT δίκτυο είναι πολύ πυκνό και υπάρχει ένας μεγάλος αριθμός 
γονιδίων και ασθενειών που είναι ιδιαίτερα συνδεδεμένα. Ως εκ τούτου, ο αριθμός των γονιδίων που 
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Πίνακας 5.5. Οι top-20 πιο συνδεδεμένοι κόμβοι στο αρχικό δίκτυο γονιδίων - γονιδίων και στα τυχαία δίκτυα. 
Στην πρώτη στήλη απεικονίζονται τα top-20 γονίδια του αρχικού δικτύου. Στις επόμενες στήλες παρουσιάζονται 





Top-20 στα τυχαία 
δίκτυα 
(με μετάθεση των 
ασθενειών) 
Top-20 στα τυχαία 
δίκτυα 
(με μετάθεση και των 
γονιδίων και των 
ασθενειών) 
Top-20 στα Rewired 
δίκτυα 
HLA-DQA1 HFE HLA-DQA1 HLA-DQA1 
JAZF1 HLA-DQA1 HLA-DRA HLA-DQB1 
C6ORF10 HLA-DQB1 HFE ACE 
SH2B3 APOE ADCY3 JAZF1 
HFE JAZF1 IRF8 C6ORF10 
LIPC SH2B3 LIPC SH2B3 
NCKAP5 MAP4K5 NCKAP5 HFE 
HLA-DQB1 LIPC HLA-DQB1 LIPC 
ADCY3 BTNL2 CDH13 NCKAP5 
NOTCH4 HLA-DRA BACH2 KCNQ1 
CDH13 DNMT3A C6ORF10 SLC22A5 
BACH2 ADCY3 SH2B3 ADCY3 
HLA-DRA SLC22A5 KCNQ1 NOTCH4 
RASGRP1 IRF8 SLC22A5 CDH13 
DNMT3A FTO RASGRP1 BACH2 
KCNQ1 C6ORF10 JAZF1 HLA-DRA 
SLC22A5 NCKAP5 APOE RASGRP1 
IRF8 CDKN2B MAP4K5 IRF8 
MAP4K5 SLC6A4 NOTCH4 MAP4K5 
BTNL2 KCNQ1 BTNL2 BTNL2 
Πίνακας 5.6. Οι top-20 πιο συνδεδεμένοι κόμβοι στο αρχικό δίκτυο ασθενειών - ασθενειών και στα τυχαία 
δίκτυα. Στην πρώτη στήλη απεικονίζονται οι top-20 ασθένειες του αρχικού δικτύου. Στις επόμενες στήλες 
παρουσιάζονται οι top-20 ασθένειες όπως βρέθηκαν από τα 100 τυχαία δίκτυα, αφού εφαρμόστηκαν 3 
διαφορετικές μέθοδοι τυχαιοποίησης. 
Top-20 
(Αρχικό Δίκτυο) 
Top-20 στα τυχαία δίκτυα 
(με μετάθεση των 
γονιδίων) 
Top-20 στα τυχαία δίκτυα 
(με μετάθεση και των 
γονιδίων και των ασθενειών) 
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5.3.3 Μελέτη Περίπτωσης: ανάλυση αλληλεπιδράσεων διαμεμβρανικών πρωτεϊνών και 
διαμεμβρανικών υποδοχέων 
 
Οι διαμεμβρανικές πρωτεΐνες, όπως είπαμε, αποτελούν μία μεγάλη και σημαντική οικογένεια των 
πρωτεϊνών. Διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο σε πολλές κοινές ασθένειες όπως διαβήτης, υπέρταση, 
αρθρίτιδα, καρκίνος κ.ο.κ. Περισσότερο από το 50% του συνόλου των γνωστών φαρμάκων στοχεύουν 
διαμεμβρανικές πρωτεΐνες.  
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Προκειμένου να διερευνηθεί αυτή η συσχέτιση σε μεγάλη κλίμακα πραγματοποιήθηκε μια 
μελέτη περίπτωσης έτσι ώστε να βρεθεί ο τρόπος σύνδεσης των διαμεβρανικών πρωτεϊνών και των 
διαμεβρανικών υποδοχέων τόσο μεταξύ τους όσο και με άλλα γονίδια. Από τη βάση δεδομένων 
UNIPROT ανακτήθηκε ένα σύνολο διαμεμβρανικών πρωτεϊνών και το υποσύνολο αυτών, οι 
διαμεμβρανικοί υποδοχείς. Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε αναζήτηση των γονιδίων αυτών στο 
συνολικό JOINT δίκτυο και βρέθηκε ότι από τα 3854 μοναδικά γονίδια τα 1061 είναι γονίδια που 
κωδικοποιούν διαμεμβρανικές πρωτεΐνες (27,5%) και τα 289 είναι γονίδια που κωδικοποιούν 
διαμεμβρανικούς υποδοχείς (7,5%). Οι τιμές αυτές, είναι αναμενόμενες αν αναλογιστούμε ότι γενικά οι 
μεμβρανικές πρωτεΐνες απαντώνται σε όλους τους οργανισμούς σε ποσοστά που κυμαίνονται από 20-
30%.  
Στόχος της παρούσας μελέτης είναι να διερευνηθεί ο τρόπος «σύνδεσης», δηλαδή η 
αλληλεπίδραση των διεμεμβρανικών πρωτεϊνών και των διαμεμβρανικών υποδοχέων τόσο μεταξύ τους 
όσο και με άλλα γονίδια στο σχηματισμό της ασθένειας. Για το λόγο αυτό πραγματοποιήθηκε 
αναζήτηση στο συνολικό δίκτυο γονιδίων-γονιδίων για να βρεθεί πόσες διαμεμβρανικές πρωτεΐνες 
συνδέονται με μη διαμεμβρανικές πρωτεΐνες, πόσες διαμεβρανικές συνδέονται μεταξύ τους και 
αντίστοιχα η ίδια διερεύνηση πραγματοποιήθηκε και για τους διαμεμβρανικούς υποδοχείς. Στον Πίνακα 
6.7 παρουσιάζονται τα αποτελέσματα σχετικά με τον αριθμό και το είδος των συσχετίσεων.  
Οι συσχετίσεις μεταξύ των διαμεμβρανικών πρωτεϊνών αποτελούν το 7.8.% των συνολικών 
συσχετίσεων (των ακμών του δικτύου), ένα διόλου αμελητέο ποσοστό. Αξίζει να αναφερθεί, ότι απλά 
και μόνο λόγω τύχης, θα αναμέναμε οι διαμεβρανικές πρωτεΐνες να συμμετέχουν κατά 
27,5%*27,5%=7.56% σε αλληλεπιδράσεις με άλλες διαμεμβρανικές πρωτεΐνες, και κατά 
27,5%*2*72,5%=39.9% σε αλληλεπιδράσεις με μη-μεμβρανικές πρωτεΐνες (η παρατηρηθείσα τιμή 
είναι 39,2%, επίσης πολύ κοντά στην αναμενόμενη). Τέλος, οι μη-μεμβρανικές πρωτεΐνες, 
αλληλεπιδρούν μεταξύ τους σε ποσοστό 52,89%, τιμή επίσης πολύ κοντά στην αναμενόμενη (52,56%). 
Αυτά τα αποτελέσματα, αν και «αρνητικά», καθώς δεν δείχνουν κάποια απόκλιση από το αναμενόμενο, 
είναι ιδιαίτερα σημαντικά, καθώς δείχνουν ότι οι μεμβρανικές πρωτεΐνες δεν διαφέρουν σε τίποτα από 
τις μη-μεμβρανικές, όσον αφορά την παθογένεση και τον τρόπο με τον οποίο εμπλέκονται σε διάφορες 
ασθένειες. Αυτό, έρχεται σε συμφωνία με μια σειρά άλλα δεδομένα, όπως λ.χ. την ύπαρξη πολλών 
διαφορετικών λειτουργιών, αντίστοιχων με τις σφαιρικές πρωτεΐνες, που έχουν αποδοθεί σε 
διαμεμβρανικές πρωτεΐνες (ένζυμα, μεταφορείς, δομικές πρωτεΐνες, κλπ). Παρόλα αυτά, παραμένει η 
μεγάλη δυσκολία στον πειραματικό προσδιορισμό της δομής και της λειτουργίας τους, σαν συνέπεια 
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της δυσκολίας απομόνωσης από τις μεμβράνες και της δυσκολίας εύρεσης τρισδιάστατης δομής τους, 
και ίσως οι μελλοντικές μελέτες θα πρέπει να επικεντρωθούν σε αυτόν τον τομέα αλλά και σε 
υπολογιστικές προσπάθειες επίλυσής του (π.χ. με προγνωστικές μεθόδους κλπ). 
Αξίζει να αναφερθεί τέλος, ότι στα 4 δίκτυα (OMIM, GAD, GWAS και το συνολικό), ανάμεσα 
στα 20 γονίδια με τις περισσότερες συνδέσεις, υπάρχουν 2, 4, 8 και 10 μεμβρανικές πρωτεΐνες 
αντίστοιχα. Τα δεδομένα αυτά, εκτός από τις διαφορές μεταξύ των βάσεων που αποκαλύπτουν, 
δείχνουν επίσης ότι συνολικά, οι μεμβρανικές πρωτεΐνες υπερ-εκπροσωπούνται ανάμεσα στις πρωτεΐνες 
με τις περισσότερες συνδέσεις (ο αναμενόμενος αριθμός θα ήταν 6). Αυτό σε αντίθεση με τα 
προηγούμενα που αφορούν το μέσο όρο των συνδέσεων ανά κατηγορία, δείχνει ότι ανάμεσα στους 
κεντρικούς κόμβους του δικτύου, υπάρχουν πολλές μεμβρανικές πρωτεΐνες, πράγμα που ενισχύει την 
πεποίθηση ότι παίζουν σημαντικό ρόλο στην ανάπτυξη πολλών και διαφορετικών ασθενειών.  
 
Πίνακας 5.7. Συσχετίσεις μεταξύ διαφορετικών ζευγών γονιδίων στο συνολικό δίκτυο γονιδίων-γονιδίων. TM-
PROTEIN είναι οι διαμεμβρανικές πρωτεΐνες που δεν είναι υποδοχείς. Κατά συνέπεια, ο συνολικός αριθμός των 
αλληλεπιδράσεων των διαμεμβρανικών πρωτεϊνών είναι το άθροισμα στη δεξιά στήλη. 
 
Ζεύγη Γονιδίων Συσχετίσεις  
NON-TM NON-TM 74,530 (52,89%) 74,530 
NON-TM TM-PROTEIN 17,072 (12,12%) 
55,273 
NON-TM TM-RECEPTOR 38,201 (27,11%) 
TM-PROTEIN TM-PROTEIN 5,442 (3,86%) 
11,096 TM-RECEPTOR TM-RECEPTOR 1,175 (0,83%) 
TM-PROTEIN TM-RECEPTOR 4,479 (3,18%) 
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Η παρούσα μελέτη παρέχει μια απεικόνιση των συσχετίσεων μεταξύ ασθενειών και γονιδίων. Τα 
στοιχεία που χρησιμοποιήθηκαν έχουν εξαχθεί από βάσεις δεδομένων και έχουν εφαρμοστεί αυστηρά 
κριτήρια σε μια προσπάθεια να αποκτηθούν αντιπροσωπευτικά και αξιόπιστα δεδομένα. Τονίστηκε η 
περαιτέρω ανάγκη για την ενσωμάτωση συμπληρωματικών δεδομένων από διαφορετικές πηγές για τη 
δημιουργία βιολογικών δικτύων, κάτι που έχει προταθεί και από προηγούμενες μελέτες (Bauer-Mehren 
et al., 2011). Η συνένωση και η μετα-ανάλυση πολύπλοκων βιολογικών δικτύων έχει ήδη προταθεί 
(Steele and Tucker, 2008) και ακολουθήθηκε και στη μελέτη αυτή. Έτσι, η διαδικασία που 
πραγματοποιήθηκε στην παρούσα μελέτη είναι απλή και εύκολη, αφού δημιουργήθηκαν τρία δίκτυα 
που προέρχονται από τρεις βάσεις δεδομένων που περιέχουν τις αλληλεπιδράσεις γονιδίων-ασθενειών 
με διαφορετικά χαρακτηριστικά. Αυτές οι βάσεις δεδομένων περιέχουν μη επεξεργασμένα δεδομένα και 
επιλέχθηκαν προκειμένου να αποφευχθεί το συστηματικό σφάλμα (bias) και να διατηρηθεί η 
αντιπροσωπευτικότητα των δεδομένων. Δεδομένου ότι το περιεχόμενο των βάσεων δεδομένων 
χαρακτηρίζεται πολλές φορές από θόρυβο και ασάφεια, στην παρούσα μελέτη έγινε προσπάθεια 
ελαχιστοποίησής τους με την ενοποίηση των ονομάτων των γονιδίων και ασθενειών των επιμέρους 
βάσεων δεδομένων με τη χρήση της HGNC και της ICD, αντίστοιχα. Με αυτόν τον τρόπο, αποδείχθηκε 
ότι υπήρχε σημαντική ετερογένεια στα ονόματα γονιδίων και των ασθενειών στις διάφορες βάσεις 
δεδομένων και αποφεύχθηκαν περιττές αλληλεπιδράσεις μεταξύ γονιδίων που είναι συνώνυμα ή επειδή 
η ασθένεια περιγράφεται με διαφορετικούς όρους.  
Αξίζει να αναφερθεί ότι στη μελέτη που διεξήχθη από τον Goh και τους συνεργάτες του (Goh et 
al., 2007), ούτε οι όροι της ασθένειας, ούτε οι όροι του γονιδίου είχαν χρησιμοποιηθεί με κοινή 
ονοματολογία με αποτέλεσμα να υπάρξει ανομοιογένεια και λανθασμένη εκτίμηση των ευρημάτων. 
Στις τελευταίες μελέτες που διεξήχθησαν από τον Liu και τους συνεργάτες του (Liu et al., 2014) και τον 
Barrenas και τους συνεργάτες του (Barrenas et al., 2009), οι οποίοι συνένωσαν δεδομένα από 
διαφορετικές βάσεις δεδομένων (δυο από τις οποίες χρησιμοποιήθηκαν σε αυτή τη μελέτη), έγινε μια 
προσπάθεια να ομογενοποιηθεί η ονοματολογία των ασθενειών, αλλά όχι των γονιδίων. Συγκρίνοντας 
τα στοιχεία των κοινών βάσεων δεδομένων μεταξύ της παρούσας μελέτης και των μελετών που 
διεξήχθησαν από τον Liu και τους συνεργάτες του (Liu, Tseng et al. 2014) και τον Barrenas και τους 
συνεργάτες του (Barrenas, Chavali et al. 2009) προκύπτει ότι: στην παρούσα μελετη χρησιμοποιούνται 
1897 γονίδια και 1059 ασθένειες από τη βάση δεδομένων ΟΜΙΜ, καθώς και 2018 γονίδια και 277 
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ασθένειες από τη βάση δεδομένων GWAS. Στη μελέτη του Barrenas και των συνεργατών του (Barrenas 
et al., 2009) χρησιμοποιούνται 349 γονίδια και 54 πολύπλοκες ασθένειες, ένας πολύ μικρότερος αριθμός 
σε σύγκριση με εκείνον που αναλύεται στην παρούσα μελέτη, χωρίς να παρέχεται μια ενιαία 
ονοματολογία για τις καταχωρήσεις. Αντίθετα, στη μελέτη του Liu και των συνεργατών του (Liu et al., 
2014), περιλαμβάνονταν 3749 γονίδια και 4457 ασθένειες από την ΟΜΙΜ, καθώς και 3397 γονίδια και 
719 ασθένειες από τη βάση δεδομένων GWAS. Παρά το γεγονός ότι ο αριθμός των αλληλεπιδράσεων 
(εγγραφών) της μελέτης των Liu και των συνεργατών του (Liu et al., 2014) ήταν μεγαλύτερός σε 
σύγκριση με τον αριθμό που χρησιμοποιθηκε στην παρούσα μελέτη, οι καταχωρήσεις αυτές εξήχθησαν 
αυτόματα, χωρίς καμία προηγούμενη επιμέλεια και φιλτράρισμα, και ομογενοποιήθηκαν μόνο οι όροι 
των ασθενειών και όχι των γονιδίων. 
 Επιπλέον, οι βάσεις δεδομένων διαφέρουν επίσης σημαντικά όσον αφορά τις συσχετίσεις 
γονιδίου-ασθένειας. Η ΟΜΙΜ, όπως έχουμε ήδη συζητήσει, περιέχει υψηλής ποιότητας δεδομένα, που 
αφορούν κυρίως μονογονιδιακές ασθένειες και γονίδια υψηλής διεισδυτικότητας. Η GWAS περιέχει 
έγκυρες συσχετίσεις οι οποίες έχουν προκύψει και από επαναλήψιμες μελέτες, αλλά καλύπτει μόνο ένα 
μέρος των σημαντικών ασθενειών. Η GAD περιέχει δεδομένα που προκύπτουν από μελέτες γενετικών 
συσχετίσεων, δηλαδή από μελέτες που διερευνούν τη συσχέτιση ενός γονιδίου με μια ασθένεια με 
στατιστικό τρόπο, έτσι μπορεί να περιέχει πολλά ψευδή, μη επαναλήψιμα δεδομένα και αρνητικές 
συσχετίσεις των γονιδίων με τις ασθένειες. Έτσι, ανακτήθηκαν μόνο οι στατιστικά σημαντικές 
συσχετίσεις που απορρέουν από μελέτες μετα-ανάλυσης γενετικών δεδομένων από τη βάση αυτή. 
Λαμβάνοντας υπόψη όλα τα παραπάνω σχετικά με τα δεδομένα των ευρυγονιδιωματικών μελετών 
(GWAS) και των μελετών γενετικής συσχέτισης (GAS), φαίνεται ότι υπάρχει ανάγκη για ένα ενιαίο 
αποθετήριο το οποίο θα είναι διαθέσιμο στο ευρύ κοινό και θα περιέχει τις πιο αξιόπιστες (με βάση μια 
σειρά από κριτήρια) δημοσιευμένες γενετικές συσχετίσεις (Ioannidis et al., 2008). 
 Στη μελέτη αυτή, προτείνεται ότι με τη χρήση των δικτύων ασθενειών-ασθενειών, μπορεί να 
αντληθούν πολύ σημαντικά και χρήσιμα συμπεράσματα σχετικά με τη γενετική βάση των ασθενειών 
που φαινομενικά είναι διαφορετικές. Το δίκτυο γονιδίων-γονιδίων αποτελεί μια απεικόνιση της 
αρχιτεκτονικής των ασθενειών που εμφανίζονται στο άνθρωπο (human diseasome). Τo δίκτυo αυτό θα 
μπορούσε να είναι ιδιαίτερα χρήσιμο για τον εντοπισμό των γενετικών παραγόντων που συμβάλλουν 
στην αιτιολογία, στην προδιάθεση (susceptibility) και στη συννοσηρότητα (comorbitity) των ασθενειών. 
Λαμβάνοντας υπόψη όλα τα παραπάνω, τα αποτελέσματα αυτής της μελέτης μπορεί να έχουν 
σημαντική εφαρμογή στη διάγνωση, την πρόληψη και τη θεραπεία ασθενειών, καθώς και στο 
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σχεδιασμό φαρμάκων. Τα φαρμακολογικά δίκτυα αποτελούν ένα απαραίτητο εργαλείο για την 
ανάπτυξη νέων θεραπευτικών στρατηγικών (Berger and Iyengar, 2009; Hopkins, 2009; Wang et al., 
2012b). Μια λεπτομερής κατανόηση του τρόπου με τον οποίο συνδέονται φαινομενικά διαφορετικές 
ασθένειες είναι απαραίτητη για την ανάπτυξη αποτελεσματικών θεραπειών. Μέχρι στιγμής, οι 
προσπάθειες έχουν κατευθυνθεί προς την αναζήτηση θεραπευτικών ουσιών που στοχεύουν τα γονίδια 
που συμμετέχουν σε συγκεκριμένες ασθένειες. Με τον τρόπο αυτό, οι ασθένειες που συνδέονται με 
γονίδια με γνωστή συσχέτιση αντιμετωπίζονται, ενώ άλλες ασθένειες με παρόμοιες κλινικές εκδηλώσεις 
δεν αντιμετωπίζονται (Kuhn et al., 2010; Nolan, 2007). Ως εκ τούτου, δύο ή περισσότερα φαινοτυπικά 
ανεξάρτητες ασθένειες με την ίδια γενετική προέλευση θα μπορούσαν να θεραπευθούν μέσω της 
δράσης ενός μόνο φαρμάκου. Οι σημαντικές συσχετίσεις ασθενειών–ασθενειών που ανιχνεύθηκαν στη 
μελέτη με κοινή γενετική βάση θα μπορούσαν να αποτελέσουν το θεμέλιο λίθο, στηριζόμενες στον 
οποίο θα κατευθυνθούν οι μελλοντικές προσπάθειες.  
Τα προγράμματα που υλοποιήθηκαν, η μεθοδολογία που ακολουθήθηκε αλλά και τα 
αποτελέσματα που περιγράφηκαν στον παρόν Κεφάλαιο οδήγησαν σε 2 δημοσιεύσεις σε διεθνή 
επιστημονικά περιοδικά (Kontou et al., 2016c; Kontou et al., 2016d). Η εργασία στο Gene περιέχει τη 
βασική ανάλυση, ενώ η εργασία στο Data in Brief περιέχει λεπτομερή ανάλυση και παρουσίαση των 
προγραμμάτων και των δεδομένων. Επιπλέον, έχει δημιουργηθεί και ένα διαδικτυακό εργαλείο 
διαθέσιμο στο ευρύ κοινό με το οποίο ο χρήστης μπορεί να κάνει χρήση διαφόρων αλγορίθμων 
οπτικοποίησης και ομαδοποίησης δικτύων καθώς επίσης και να χρησιμοποιήσει τον αλγόριθμο 
μετατροπής των διμερών γράφων σε απλούς γράφους. Το εργαλείο είναι προσβάσιμο στη διεύθυνση και 
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Κεφάλαιο 6 
Ανάλυση του Δικτύου Μεταγωγής Σήματος των Ανθρώπινων Υποδοχέων 





Οι υποδοχείς συζευγμένοι με G-πρωτεΐνες (GPCRs) είναι η μεγαλύτερη ομάδα υποδοχέων στους 
ευκαρυωτικούς οργανισμούς (King et al., 2003) και αποτελούνται από επτά διαμεμβρανικές α-έλικες 
(Pierce et al., 2002). Το ανθρώπινο γονιδίωμα κωδικοποιεί περίπου 800 GPCRs, οι οποίοι μπορούν να 
ταξινομηθούν σε τέσσερις κύριες κατηγορίες με βάση την ομοιότητα στην αλληλουχία και στη 
λειτουργία τους (Attwood and Findlay, 1994; Kolakowski, 1994). Οι GPCRs αλληλεπιδρούν με ένα 
ευρύ φάσμα προσδετών (ligands) (πεπτίδια, πρωτεΐνες, προσταγλανδίνες, νευροδιαβιβαστές, φωτόνια, 
ορμόνες, ιόντα, φερορμόνες) (Gether, 2000; Okuno et al., 2008). Μετά από μια τέτοια αλληλεπίδραση, 
οι GPCRs υφίστανται μια διαμορφωτική αλλαγή (Kristiansen, 2004) και στη συνέχεια, το εξωκυτταρικό 
σήμα μεταδίδεται μέσα στο κύτταρο μέσω σύζευξης του με τις ετεροτριμερείς G-πρωτεΐνες (McCudden 
et al., 2005). Οι πρωτεΐνες αυτές σχηματίζουν ετεροτριμερή συμπλέγματα που αποτελούνται από τις Gα, 
Gβ και Gγ υπομονάδες (Conklin and Bourne, 1993; Rens-Domiano and Hamm, 1995). Οι GPCRs 
αλληλεπιδρούν ειδικά με την Gα υπομονάδα των G-πρωτεϊνών μέσω ενδοκυτταρικού καρβοξυτελικού 
άκρο τους (Wong, 2003). Οι G-πρωτεΐνες στη συνέχεια ενεργοποιούν μόρια τελεστές (effectors), όπως 
τα κανάλια ιόντων και ενζύμων, και έτσι συμμετέχουν σε ποικίλες βιοχημικές και κυτταρικές 
αποκρίσεις (Cabrera-Vera et al., 2003; Trzaskowski et al., 2012). Τα μονοπάτια μεταγωγής σήματος των 
GPCR εμπλέκονται σε μια πληθώρα ασθενειών (Dorsam and Gutkind, 2007; Thompson et al., 2014; 
Vischer et al., 2014). Κατά συνέπεια, οι GPCRs έχουν τεράστια φαρμακολογική σημασία, με περίπου το 
40% όλων των φαρμάκων στην αγορά να στοχεύουν αυτές τις πρωτεΐνες (Hopkins and Groom, 2002; 
Overington et al., 2006). Ως εκ τούτου, η αποσαφήνιση των μοριακών μηχανισμών του μονοπατιού της 
μεταγωγής σήματος των GPCR καθώς και o τρόπος με τον οποίο το μονοπάτι συνδέεται με ασθένειες 
είναι υψίστης βιολογικής και φαρμακευτικής σημασίας. 
 Στόχος της παρούσας εργασίας είναι η μελέτη του συστήματος ligand-GPCR-G-protein-effector, 
στο εξής δίκτυο μεταγωγής σήματος των ανθρώπινων GPCR, έτσι ώστε να διερευνηθεί η πιθανή 
συσχέτιση της δράσης των υποδοχέων με τον κίνδυνο εμφάνισης ασθενειών. Ορισμένοι φαινότυποι ή 
παθολογικές εκδηλώσεις αποδίδονται σε γονίδια που αποτελούν λειτουργικές μονάδες, ενώ η απώλεια 
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ενός μόνο γονιδίου μπορεί να διαταράξει τη λειτουργική δραστηριότητα της πλήρους μονάδας (Goh et 
al., 2007; Hartwell et al., 1999; Oti and Brunner, 2007). Για το σκοπό αυτό, χρησιμοποιήθηκαν 
λειτουργικά δίκτυα που περιλαμβάνουν τις σχέσεις των τεσσάρων τύπων μορίων του συστήματος 
σηματοδότησης των GPCR (ligand-GPCR-G-protein-effector). Ένα συνολικό δίκτυο κατασκευάστηκε 
από τις μεταξύ τους αλληλεπιδράσεις. Χρησιμοποιήθηκαν περαιτέρω πληροφορίες από δεδομένα 
γονιδιακής έκφρασης ανά ιστό (tissue-specific gene expression profiles) για την ενίσχυση της 
βιολογικής σημασίας της μελέτης μας. Δημιουργήθηκαν ειδικά-ανά-ιστό δίκτυα προκειμένου να 
ανιχνευθεί αν υπάρχουν λειτουργικές μονάδες που εκφράζονται σε συγκεκριμένους ιστούς. Ένας άλλος 
στόχος αυτής της μελέτης ήταν να διερευνήσει το πώς τα προφίλ έκφρασης των ειδικά-ανά-ιστό 
γονιδίων που σχετίζονται με ασθένεια συσχετίζονται επιπλέον και με το σχετικό κίνδυνο ανάπτυξης της 
ασθένειας. Επίσης, ανιχνευθήκαν χαρακτηριστικά μονοπάτια που εμφανίζονται σε συγκεκριμένες 
παθολογικές καταστάσεις. Τέλος, εξετάστηκαν αλληλεπιδράσεις των μορίων του συστήματος 




6.2.1 Συλλογή Δεδομένων  
 
Μοριακές αλληλεπιδράσεις 
Όλοι οι ανθρώπινοι GPCRs, G-πρωτεϊνες (Gα υπομονάδα), οι τελεστές, καθώς και οι αντίστοιχες 
αλληλεπιδράσεις τους, συλλέχθηκαν από τη βάση δεδομένων Human-gpDB (Satagopam et al., 2010) 
(http://bioinformatics.biol.uoa.gr/human_gpdb) στις 15 Ιουλίου, 2014. Η κατάταξη όλων των γνωστών 
ανθρώπινων GPCRs ανακτήθηκε από τις βάσεις δεδομένων IUPHAR/BPS Guide to 
PHARMACOLOGY (Southan et al., 2016) και Human-gpDB (Satagopam et al., 2010). Επιπλέον, οι 
πεπτιδικοί προσδέτες (peptide ligands) των ανθρώπινων GPCRs συλλέχθηκαν από τη βάση δεδομένων 
UniProt (UniProt_Consortium, 2012). Οι αλληλεπιδράσεις των πεπτιδικών προσδετών με τους 
αντίστοιχους GPCRs ανακτήθηκαν από τη βάση δεδομένων βιβλιογραφίας MEDLINE μετά από 
εκτεταμένη βιβλιογραφική έρευνα. 
 
Δεδομένα γονιδιακής έκφρασης 
Τα προφίλ γονιδιακής έκφρασης από 11 φυσιολογικούς ανθρώπινους ιστούς (υποθάλαμος, σπλήνα, 
ωοθήκες, πνεύμονας, ήπαρ, νεφρά, καρδιά, παχύ έντερο, λιπώδης ιστός, όρχεις και σκελετικό μυ) 
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ανακτήθηκαν από τη βάση δεδομένων RNA-Seq Atlas (Krupp et al., 2012) 
(http://medicalgenomics.org/rna_seq_atlas) στις 24 Οκτωβρίου 2014 για καθένα από τα γονίδια των 
προσδετών (ligangs), των υποδοχέων GPCRs, των G-πρωτεϊνών και των μορίων τελεστές (effectors). 
 
Συσχετίσεις γονιδίων-ασθενειών 
Η συσχέτιση των γονιδίων των προσδετών (ligangs), των υποδοχέων GPCRs, των G-πρωτεϊνών και των 
μορίων τελεστές (effectors) με ασθένειες ανακτήθηκε από τις βάσεις δεδομένων Genetic Association 
Database (GAD) (Becker et al., 2004), Genome Wide Association Studies (GWAS) (Welter et al., 2014) 
και Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) (Amberger et al., 2015). Προκειμένου να διατηρηθεί 
μια κοινή ονοματολογία μεταξύ των ασθενειών και των γονιδίων μεταξύ των τριών βάσεων δεδομένων 
χρησιμοποιήθηκε το Διεθνές Σύστημα Ταξινόμησης  Ασθενικών (ICD) για τη μετατροπή των ονομάτων 
των ασθενειών και το σύστημα HGNC (HUGO Gene Nomenclature Committee) (Gray et al., 2015) για 
τη μετατροπή των ονομάτων των γονιδίων. Από την ενσωμάτωση αυτών των στοιχείων από τις τρεις 
διαφορετικές πηγές κατασκευάστηκε ένα δίκτυο γονιδίων-ασθενειών το οποίο περιλαμβάνει 
συσχετίσεις γονιδίων με μονογονιδιακές αλλά και με πολυπαραγοντικές ασθένειες, το οποίο αναλύθηκε 
στο προηγούμενο Κεφάλαιο (Kontou et al., 2016d; Pantavou et al., 2016). 
 
Συσχέτιση ασθενειών με ιστούς 
Οι πληροφορίες σχετικά με τις ασθένειες που εμπλέκονται σε συγκεκριμένες ιστούς ανακτήθηκαν από 
τη βάση δεδομένων PhenoDigm (Oellrich et al., 2014; Smedley et al., 2013) η οποία περιλαμβάνει τις 
συσχετίσεις ιστού-ασθένειας και από εκτενή αναζήτηση στη βιβλιογραφία προκειμένου να βρεθούν οι 
ασθένειες που εκφράζονται στους 11 διαφορετικούς ιστούς που μελετώνται. 
 
Φάρμακα-στόχοι σε μόρια του δικτύου των GPCR 
Για κάθε τύπο μορίου (προσδέτες, GPCRs, G-πρωτεΐνες, τελεστές) πραγματοποιήθηκε αναζήτηση στις 
βάσεις δεδομένων UniProt (UniProt, 2015) και DrugBank (Law et al., 2014) προκειμένου να 
υπολογιστεί ο συνολικός αριθμός των αλληλεπιδρώντων φαρμάκων. 
 
Αλληλεπιδράσεις των μορίων του δικτύου των GPCR 
Οι αλληλεπιδράσεις μεταξύ των τεσσάρων τύπων μορίων του δικτύου, όπως επίσης και οι αντίστοιχες 
αλληλεπιδράσεις τους με άλλες πρωτεΐνες οι οποίες δεν βρίσκονται στο δίκτυο της μεταγωγής σήματος 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
06/06/2020 00:52:21 EEST - 137.108.70.13
  128  
 
των GPCR ανακτήθηκαν από τη βάση δεδομένων Intact (Orchard et al., 2014) η οποία περιέχει 
αλληλεπιδράσεις πρωτεϊνών -πρωτεϊνών (PPIs). 
 
 
6.2.2 Οπτικοποίηση των δεδομένων γονιδιακής έκφρασης 
 
Τα προφίλ γονιδιακής έκφρασης από τη RNA-Seq Atlas (Krupp et al., 2012) για κάθε ιστό 
απεικονίστηκαν γραφικά με το λογισμικό HeatmapGenerator (Khomtchouk et al., 2014). 
 
 
6.2.3 Στατιστική ανάλυση και ανάλυση δικτύων 
 
Το λογισμικό Cytoscape v.3.2.1 (http://www.cytoscape.org) (Shannon et al., 2003) χρησιμοποιήθηκε για 
τη στατιστική ανάλυση, επεξεργασία και οπτικοποίηση των δεδομένων του δικτύου. Η ανάλυση του 




6.2.4 Κατασκευή μοντέλου εκτίμησης του κινδύνου εμφάνισης της νόσου   
 
Ένα μοντέλο λογιστικής παλινδρόμησης κατασκευάστηκε για την πρόβλεψη του σχετικού κινδύνου 
ανάπτυξης μιας ασθένειας για την περίπτωση των κατά ζεύγη αλληλεπιδράσεων των συστατικών του 
συστήματος σηματοδότησης των GPCR (δηλαδή για τα ζεύγη προσδέτης-GPCR, GPCR-G-πρωτεΐνη 
και G-πρωτεΐνη-τελεστής). Υπολογίστηκαν τα τυπικά σφάλματα που αντιπροσωπεύουν τον αριθμό των 
κατά ζεύγη αλληλεπιδράσεων. Ειδικότερα, στο μοντέλο χρησιμοποιήθηκε η πληροφορία για τον τύπο 
του αλληλεπιδρώντων μορίων, το είδος του ιστού, τη λογαριθμική μέση τιμή της γονιδιακής έκφρασης, 
το άθροισμα του αριθμού των φαρμάκων, το άθροισμα του συνολικού αριθμού των αλληλεπιδράσεων 
και το άθροισμα των εξερχόμενων ακμών που προέρχονται από έναν κόμβο και των εισερχόμενων 
ακμών πάνω σε έναν κόμβο ανά ιστό των εμπλεκόμενων γονιδίων. Όλες οι στατιστικές αναλύσεις 
πραγματοποιήθηκαν με το στατιστικό λογισμικό Stata 13 (StataCorp.2013). Στη συνέχεια, η 
πληροφορία σχετικά με τη συσχέτιση των γονιδίων με ασθένειες αξιοποιήθηκε έτσι ώστε να βρεθούν, 
αν υπάρχουν, μονοπάτια γονιδίων τα οποία να εμφανίζουν και στους 4 κόμβους τους κοινές ασθένειες 
και να διερευνηθεί περαιτέρω η αιτιολογία των ασθενειών αυτών. 
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Τα μόρια του συστήματος σηματοδότησης των GPCR (ligand-GPCR-G-protein-effector) 
αλληλεπιδρούν μεταξύ τους μέσω ζευγών αλληλεπιδράσεων/συσχετίσεων. Συνολικά, 964 μόρια και 
2471 ζεύγη των μεταξύ τους αλληλεπιδράσεων ανακτήθηκαν από τη Humam-gpDB. Προκειμένου να 
βρεθεί η γονιδιακή έκφραση στους ιστούς των παραπάνω μορίων πραγματοποιήθηκε αναζήτηση στη 
βάση δεδομένων RNA-Seq Atlas και ανακτήθηκαν 483 μόρια με τις αντίστοιχες αλληλεπιδράσεις τους. 
Δεδομένου ότι σε 32 από τα 483 μόρια η τιμή της έκφρασης ήταν ίση με μηδέν σε όλους τους ιστούς, οι 
καταχωρήσεις αυτές αφαιρέθηκαν από τα επόμενα στάδια αυτής της μελέτης. Επιπλέον, αφαιρέθηκαν 
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18 μόρια που συνδέονται αποκλειστικά με αυτά τα 32 μόρια. Ως εκ τούτου, ένα σύνολο 433 μορίων και 
1666 ζευγών αλληλεπιδράσεων αναλύθηκαν σε αυτήν τη μελέτη. Η κατανομή των 433 μορίων ανά ιστό 
φαίνεται διαγραμματικά στην Εικόνα 6.2. Από τα 433 μόρια, πάνω από τα μισά αντιπροσωπεύουν 
GPCRs (Εικόνα 6.2). Αντίθετα, οι G-πρωτεΐνες υποεκπροσωπούνται, με μόνο 13 μόρια. 
 
6.3.1 Γονιδιακή έκφραση ειδική ανά ιστό 
 
Οι γονιδιακή έκφραση των 433 γονιδίων σε 11 υγιείς ιστούς ανακτήθηκε από την RNA-Seq Atlas. Επτά 
γονίδια (AGT (αγγειοτενσινογόνο), ANXA1 (αννεξίνη Α1), ΑΡΡ (β-αμυλοειδής πρόδρομη πρωτεΐνη), 
C3 (συμπλήρωματικό συστατικό 3), GNAI2 (G-πρωτεΐνη υπομονάδα άλφα i2), KNG1 (κινινογόνο 1) 
και SAA1 (αμυλοειδές ορού A1)) είχαν εξαιρετικά υψηλά επίπεδα έκφρασης. Το επίπεδο έκφρασης 
ενός γονιδίου σε ένα συγκεκριμένο ιστό υπολογίστηκε με τον υπολογισμό του μέσου όρου των 
λογαριθμικών τιμών του γονιδίου έκφρασης ανά ιστό. Παραδόξως, οι G-πρωτεΐνες εμφανίζουν, κατά 
μέσο όρο, το υψηλότερο επίπεδο έκφρασης (Εικόνα 6.3). Η φαινομενική αντίφαση, ότι οι τελεστές 
έχουν μικρότερη έκφραση από τις G-πρωτεΐνες (οι οποίες βρίσκονται πριν στο μονοπάτι μεταγωγής 
σήματος), μάλλον εξηγείται από τον πολύ μεγαλύτερο αριθμό τελεστών, ενώ οι G-πρωτεΐνες είναι μόλις 
13 (η μικρότερη ομάδα στο δίκτυο). Αντιθέτως, οι GPCRs εμφανίζουν το χαμηλότερο επίπεδο 
έκφρασης σε όλους τους ιστούς (Εικόνα 6.3). Αυτό πιθανώς οφείλεται στο γεγονός ότι διαφορετικοί 
προσδέτες συνδέονται με διαφορετικούς GPCRs και υπάρχουν και αρκετοί GPCRs οι οποίοι δεν έχουν 
αλληλεπίδραση με κάποιο προσδέτη (Zhang and Eggert, 2013), οδηγώντας έτσι σε διαφορετικά επίπεδα 
έκφρασης. Τα υψηλότερα επίπεδα έκφρασης για τις G-πρωτεΐνες και τους τελεστές βρέθηκαν στον 
υποθάλαμο, ενώ για τους προσδέτες και τους GPCRs βρέθηκαν στο ήπαρ και τον σπλήνα, αντίστοιχα 
(Εικόνα 6.3). Για τη σχηματική απεικόνιση της γονιδιακής έκφρασης δημιουργήθηκε ένας θερμοχάρτης 
(Ηeatmap) στον οποίο συγκρίνεται η έκφραση των 433 γονιδίων ανά ιστό και ανά τύπο μορίου με 
κλιμακούμενες χρωματικές αλλαγές ανάλογα με τα επίπεδα έκφρασης (Εικόνα 6.4). 
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Εικόνα 6.2. Κατανομή των 433 γονιδίων που ανακτήθηκαν από τη βάση δεδομένων Human-gpDB ανάλογα με 
τον τύπο του μορίου, την παρουσία ή όχι ασθένειας και τον ιστό  έκφρασης. 
 
 
Εικόνα 6.3. Μέσες τιμές του δεκαδικού λογαρίθμου της έκφρασης των γονιδίων ανά ιστό, ανά μόριο και ανά 
ύπαρξη ή όχι ασθένειας. 
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Εικόνα 6.4. Θερμοχάρτης (Heatmap) διαφορικής έκφρασης των 433 γονίδιων ανά ιστό και ανά τύπο μορίου. Το 
πράσινο δηλώνει μικρή έκφραση, το κόκκινο μεγάλη, ενώ η απουσία έκφρασης δηλώνεται με το λευκό. Στην 
σπλήνα, εκφράζονται όλα τα γονίδια, αν και ένας μεγάλος αριθμός (133 γονίδια) έχουν ιδιαίτερα χαμηλές 
εκφράσεις. 
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6.3.2 Ανάλυση Δικτύων 
 
Το κυριότερο μέρος της ανάλυσης του συστήματος ligand-GPCR-G-protein-effector εστιάστηκε τόσο 
στην ανάλυση του κύριου δικτύου όσο και των 11 ειδικών ανά ιστό δίκτυα. Στις παρακάτω εικόνες 
παρουσιάζεται η τοπολογία του συνολικού δικτύου μεταγωγής σήματος (433 γονίδια, 1666 
αλληλεπιδράσεις) με διαφορετικούς αλγορίθμους οπτικοποίησης.  
 
Εικόνα 6.5. Το συνολικό δίκτυο μεταγωγής σήματος των ανθρώπινων υποδοχέων συζυγμένων με G-πρωτεϊνες. 
Οι κόμβοι είναι χρωματισμένοι ανάλογα με τον τύπο του μορίου. Το πράσινο χρώμα αντιστοιχεί στους συνδέτες 
(ligands), το πορτοκαλί χρώμα στους GPCRs, το ροζ χρώμα στις G-πρωτεΐνες και το γαλάζιο χρώμα στους 
τελεστές (effectors). 
 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
06/06/2020 00:52:21 EEST - 137.108.70.13
  134  
 
 
Εικόνα 6.6. Δίκτυο μεταγωγής σήματος των ανθρώπινων υποδοχέων συζυγμένων με G-πρωτεϊνες. Οι κόμβοι 
είναι χρωματισμένοι ανάλογα με τον τύπο του μορίου. Το πράσινο χρώμα αντιστοιχεί στους ligands, το 
πορτοκαλί χρώμα στους GPCRs, το ροζ χρώμα στις G-proteins και το γαλάζιο χρώμα στους effectors. Η 
οπτικοποίση είναι σε διάταξη που απιεκονίζει τη μεταγωγή σήματος. 
 
 
Εικόνα 6.7. Δίκτυο μεταγωγής σήματος των ανθρώπινων υποδοχέων συζυγμένων με G-πρωτεϊνες. Οι κόμβοι 
είναι χρωματισμένοι ανάλογα με τον τύπο του μορίου. Το πράσινο χρώμα αντιστοιχεί στους συνδέτες, το 
πορτοκαλί χρώμα στους GPCRs, το ροζ χρώμα στις G-πρωτεΐνες και το γαλάζιο χρώμα στους effectors (κυκλική 
διάταξη). Εκτός από τις G-πρωτεΐνες για τις οποίες αναμένουμε λόγω μικρού μεγέθους δείγματος οι συνδέσεις να 
είναι πυκνές, βλέπουμε και άλλες «περιοχές» με αυξημένη πυκνότητα και συνδεσιμότητα (τόσο στους συνδέτες, 
όσο και στους υποδοχείς και στους τελεστές). 
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Εικόνα 6.8. Τρισδιαστατη απεικόνιση του συνολικού δκτύου μεταγωγής σήματος των ανθρώπινων υποδοχέων 
συζυγμένων με G-πρωτεϊνες. Οι κόμβοι είναι χρωματισμένοι ανάλογα με τον τύπο του μορίου. Το πορτοκαλί 
χρώμα αντιστοιχεί στους συνδέτες (ligands), το γαλάζιο χρώμα στους GPCRs, το ροζ χρώμα στις G-πρωτεΐνες 
και το πράσινο χρώμα στους τελεστές (effectors). 
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Εικόνα 6.9. Τρισδιαστατη απεικόνιση του συνολικού δκτύου μεταγωγής σήματος των ανθρώπινων υποδοχέων 
συζυγμένων με G-πρωτεϊνες. Οι κόμβοι είναι χρωματισμένοι ανάλογα με τον τύπο του μορίου. Το πορτοκαλί 
χρώμα αντιστοιχεί στους συνδέτες (ligands), το γαλάζιο χρώμα στους GPCRs, το ροζ χρώμα στις G-πρωτεΐνες 
και το πράσινο χρώμα στους τελεστές (effectors). Οι συνδέσεις με λευκό χρώμα απεικονίζουν τη συσχέτιση των 
γονιδίων με εμπλέκονται σε κάποια ασθένεια. 
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Το συνολικό δίκτυο είναι ένα κατευθυνόμενο δίκτυο στο οποίο κάθε κόμβος του έχει δύο διαφορετικούς 
βαθμούς (k), δηλαδή, τον αριθμό των ακμών που συνδέονται με τον κόμβο. Ο εξερχόμενος βαθμός ενός 
κόμβου (kout) δείχνει τον αριθμό των εξερχόμενων ακμών που προέρχονται από έναν κόμβο, και ο 
εισερχόμενος βαθμός (kin) είναι ο αριθμός των εισερχόμενων ακμών σε έναν κόμβο. Ο συνολικός 
βαθμός του κόμβου (ktot) είναι το άθροισμα των επιμέρους βαθμών (kout + kin)  (Barabasi and Oltvai, 
2004). Η κατανομή του βαθμού των κόμβων P(k) του δικτύου που έχει k συνδέσεις με άλλους κόμβους 
ορίζεται από τη σχέση P(k) ~ k-γ, όπου γ η εκτιμώμενη παράμετρος του νόμου δύναμης για την 
κατανομή του βαθμού των κόμβων (Barabasi, 2009; Barabasi and Albert, 1999). Το δίκτυο είναι ένα 
κατευθυνόμενο δίκτυο και ανήκει στην κατηγορία των δικτύων άνευ κλίμακας καθώς ακολουθεί 
ξεκάθαρα την κατανομή νόμου δύναμης (Barabasi, 2009). Στο δίκτυο υπάρχουν λίγοι κόμβοι οι οποίοι 
εμφανίζουν μεγάλο αριθμό συνδέσεων (κεντρικοί κόμβοι). Στην Εικόνα 6.10 παρουσιάζεται η 
κατανομή του βαθμού των κόμβων η οποία επιβεβαιώνει ότι ακολουθεί την κατανομή νόμου δύναμης. 
Επίσης, όσο πιο μικρή είναι η τιμή του εκθέτη του βαθμού (γ) τόσο περισσότερο οι ιδιότητες του 
δικτύου καθορίζονται από τους κεντρικούς κόμβους. Αυτό εξηγείται καπό τις τιμές γ που 
παρουσιάζονται στον Πίνακα 6.1. 
Κατά παρόμοιο τρόπο, τα ειδικά για κάθε ιστό δίκτυα παρήχθησαν λαμβάνοντας υπόψη το 
προφίλ έκφρασης των γονιδίων που κωδικοποιούν τους τέσσερις τύπους μορίων σε κάθε ιστό. Τα 
έντεκα ειδικά ανά ιστό δίκτυα εμφανίζουν την ίδια αρχιτεκτονική (Barabasi, 2009) με το συνολικό 
δίκτυο (Εικόνες 6.10-6.11) υποδεικνύοντας ότι ο τρόπος δράσης και η μεταγωγή σήματος από τους 
GPCR, γίνεται με περίπου σταθερό τρόπο σε κάθε ιστό. Ένας αλγόριθμος μη επιβλεπόμενης 
ομαδοποίησης (Enright et al., 2002) χρησιμοποιήθηκε για την ανίχνευση των λειτουργικών μονάδων σε 
αυτά τα δίκτυα. Σε όλους τους ιστούς φαίνεται να σχηματίζεται μια μεγάλη κυρίαρχη ομάδα με τα 
περισσότερα γονίδια ενώ τα υπόλοιπα ταξινομούνται σε ομάδες με μικρό αριθμό γονιδίων.  Αυτό είναι 
κάτι αναμενόμενο, καθώς τα δίκτυα άνευ κλίμακας, δεν μπορούν εύκολα να σχηματίσουν ομάδες 
(Barabasi, 2009). Τα 11 δίκτυα είναι ελαφρώς πυκνότερα σε σύγκριση με το κοινό δίκτυο, δεδομένου 
ότι οι τιμές της ολικής σύνδεσης/πυκνότητας (connectivity/density) και κεντροποίησης (centralization)  
(Πίνακας 6.1) είναι οριακά υψηλότερες σε σύγκριση με αυτές του συνολικού δικτύου (Barabasi and 
Oltvai, 2004). Αυτό σημαίνει ότι  περισσότερες ακμές συνδέονται με έναν κόμβο σε αυτά τα δίκτυα σε 
σύγκριση με τον ίδιο κόμβο στο συνολικό δίκτυο. Οι παραπάνω παρατηρήσεις οδηγούν στην υπόθεση 
ότι τα συγκεκριμένα γονίδια υπερεκφράζονται σε συγκεκριμένους ιστούς και συνδέονται μεταξύ τους 
για να σχηματίσουν ένα σύμπλοκο που εμπλέκεται στις λειτουργίες τους. 
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Όλοι οι κόμβοι του συνολικού δικτύου ταξινομήθηκαν με βάση το συνολικό βαθμό 
συνδεσιμότητας. Οι δέκα κόμβοι με την υψηλότερη συνδεσιμότητα παρουσιάζονται στον Πίνακα 6.2. 
Μεταξύ αυτών, το 40% των συνδετών και G-πρωτεϊνών, καθώς επίσης και το 30% των GPCRs και 
τελεστών, συσχετίζονται με ασθένειες. Επιπλέον, οι G-πρωτεΐνες GNAI2, GNAI3 και GNAS είχαν, 
κατά πολύ, την υψηλότερη συνολική κατανομή βαθμού (ktot) σε όλους τους ιστούς (Πίνακας 6.2). 
 
Πίνακας 6.1. Στατιστικά μέτρα των δικτύων. 


















292 1073 2.09 0.70 1.01 0.013 0.29 86 
Παχύ έντερο 330 1199 2.10 0.71 1.09 0.011 0.29 96 
Καρδιά 328 1233 2.13 0.59 1.02 0.012 0.29 97 
Υποθάλαμος 363 1357 2.15 0.71 1.13 0.010 0.28 105 
Νεφρό 356 1270 2.15 0.65 1.11 0.010 0.28 99 
Συκώτι 250 885 2.08 0.70 1.03 0.015 0.28 72 
Πνεύμονας 337 1254 2.15 0.66 1.14 0.011 0.28 97 
Ωοθήκη 325 1142 2.13 0.65 1.10 0.011 0.30 99 
Σκελετικός 
Μυς 
279 923 2.08 0.65 1.13 0.013 0.31 84 
Σπλήνα 323 1228 2.12 0.57 1.00 0.010 0.28 97 
Όρχεις 350 1338 2.16 0.68 0.97 0.011 0.30 108 
Συνολικό 
Δίκτυο 
433 1666 2.22 0.70 1.20 0.008 0.27 122 
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Εικόνα 6.10. Κατανομή του αριθμού των κόμβων για το συνολικό δίκτυο μεταγωγής σήματος των ανθρώπινων 
υποδοχέων συζυγμένων με G-πρωτεϊνες. 
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Εικόνα 6.11. Κατανομή του αριθμού των κόμβων για τα δίκτυα μεταγωγής σήματος των ανθρώπινων υποδοχέων 
συζυγμένων με G-πρωτεϊνες από καθένα από τους 11 ιστούς. 
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Πίνακας 6.2. Οι 10 κόμβοι με το μεγαλύτερο αριθμό συνδέσεων ανάλογα με τον τύπο του μορίου. Με αστερίσκο 
(*) συμβολίζονται τα γονίδια που συσχετίζονται με κάποια ασθένεια. Παρατηρούμε ότι το FZD3 περιγράφεται ως 
μή έχον σχέση με ασθένεια, καθώς η μελέτη μας που περιγράφηκε στο Κεφάλαιο 2, δεν είχε δημοσιευθεί και δεν 
περιλαμβανόταν στην GAD. Αυτό το γεγονός επιβεβαιώνει την ανάγκη για μια πιο σύγχρονη και συνεχώς 
ανανεούμενη βάση δεδομένων για τις γενετικές συσχετίσεις. 
 
Ligands GPCRS G-proteins Effectors 
WNT11* FZD1 GNAI1 TUBA1A 
WNT2B FZD8 GNAI2* TUBA1B 
WNT4* CCR10 GNAI3* TUBA1C 
WNT5A FZD4* GNAO1 TUBA3C 
WNT5B FZD3 GNAQ TUBA3D 
WNT16* FZD5 GNAZ TUBA3E 
WNT3* FZD6 GNA11 TUBA4A 
WNT7B FZD7 GNAS* TUBB3* 
WNT9A TSHR* GNA14 TUBA8* 
WNT9B F2R* GNA15* TUBB1* 
 
 
6.3.3 Προφίλ έκφρασης γονιδίων που συσχετίζονται με ασθένειες 
 
Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, τα δεδομένα για τις συσχετίσεις γονίδιου-ασθένειας ανακτήθηκαν από το 
δίκτυο γονιδίων ασθένειων που δημιουργήθηκε στο προηγούμενο Κεφάλαιο (Kontou et al., 2016d). 
Περίπου το ένα τρίτο (28,6%) του συνολικού αριθμού των γονιδίων που κωδικοποιούν τους τέσσερις 
τύπους μορίων βρέθηκε να σχετίζεται με μια ή περισσότερες ασθένειες (Εικόνα 6.2). Ασθένειες του 
ενδοκρινολογικού συστήματος, μεταβολικές ασθένειες και ασθένειες του κυκλοφορικού συστήματος 
ήταν οι πιο συχνές. Σε επόμενο βήμα προσπαθήσαμε να διερευνήσουμε αν η υποέκφραση ή η 
υπερέκφραση ορισμένων τύπων μορίων σε συγκεκριμένους ιστούς σε φυσιολογικές συνθήκες (υγιή 
άτομα) μπορεί να συνδέεται με αυξημένη πιθανότητα εμφάνισης των ασθενειών στις οποίες να 
εμπλέκονται αυτά τα γονίδια. Σε κάθε τύπο μορίου βρέθηκαν ότι εμφανίζονται μεγαλύτερα επίπεδα 
έκφρασης των γονιδίων σε παθολογικές καταστάσεις με εξαίρεση τους τελεστές για τους οποίους 
φαίνεται να ισχύει αντίστροφη σχέση (Εικόνα 6.12).  
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Εικόνα 6.12. Μέση τιμή του δεκαδικού λογαρίθμου της έκφρασης των τεσσάρων κατηγοριών μορίων ανά ιστό 
και ανάλογα με την εμφάνιση ασθένειας. 
 
 
6.3.4 Φάρμακα και αλληλεπιδράσεις των μορίων του δικτύου των GPCR 
 
Για κάθε τύπο μορίου (προσδέτες, GPCRs, G-πρωτεΐνες και τελεστές), ανακτήθηκε ο αριθμός των 
φαρμάκων που τους στοχεύουν και ο συνολικός αριθμός των αλληλεπιδράσεων με άλλα μόρια. Ο 
μεγαλύτερος αριθμός των φαρμάκων καταγράφηκε για τους GPCRs, με μέση τιμή περίπου ίση με 8, με 
ένα εύρος τιμών να κυμαίνεται από 0 έως 85. Κανένα φάρμακο δε βρέθηκε να στοχεύει τις G-
πρωτεΐνες. Ο αριθμός των φαρμάκων που στοχεύουν τους προσδέτες και τους τελεστές κυμαίνεται από 
0 έως 5. Επιπλέον, οι τελεστές βρέθηκαν να έχουν τον μεγαλύτερο αριθμό αλληλεπιδράσεων 
πρωτεϊνών-πρωτεϊνών (PPIs) με μια μέση τιμή περίπου ίση με 28. Για τις G-πρωτεΐνες η μέση τιμή του 
αριθμού των αλληλεπιδράσεων ήταν ίση με 12.5, για τους προσδέτες η μέση τιμή ήταν ίση με 6 ενώ ο 
αριθμός των αλληλεπιδράσεων κυμαίνονταν από 0 έως 77 για τους GPCRs. 
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6.3.5 Μοριακά Μονοπάτια 
 
Προκειμένου να βρεθεί ο τρόπος με τον οποίο εμπλέκονται τα γονίδια του δικτύου μεταγωγής σήματος 
σε ασθένειες, μελετήθηκε το συνολικό δίκτυο και βρέθηκαν σε αυτό μονοπάτια στα οποία κάνενας από 
τους 4 κόμβούς τους δεν εμπλέκεται σε κάποια ασθένεια (ένα χαρακτηριστικό παράδειγμα φαίνεται 
στην Εικόνα 6.13Β), βρέθηκαν μονοπατια που 1 ή 2 κόμβοι τους συσχετίζονται με κάποια ασθένεια και 
τέλος, βρέθηκαν και λίγα μονοπάτια στα οποία και οι 4 κόμβοι τους συσχετίζονται με διάφορες 
ασθένειες. Χαρακτηριστικό είναι το ακόλουθο μονοπάτι στο οποίο οι κόμβοι του εμπλέκονται σε 
ασθένεια της ίδιας κατηγορίας (Εικόνα 6.13Α).  
Τα γονίδια που κωδικοποιούν το μοριακό μονοπάτι της Εικόνα 6.13Β εκφράζονται στην καρδιά, 
γεγονός που υποδηλώνει ότι τα αυξημένο επίπεδα έκφρασης αυτών των γονιδίων είναι απαραίτητα για 
τη φυσιολογική δραστηριότητα της καρδιάς. Αυτά τα γονίδια βρέθηκαν να ρυθμίζουν ποικίλες 
καρδιαγγειακές λειτουργίες. Για παράδειγμα, το γονίδιο CXCL11 (χημειοκίνη) έχει βρεθεί να παίζει 
σηματικό ρόλο σε μοντέλα μεταμόσχευσης καρδιάς (Mitsuhashi et al., 2007) και το γονίδιο ACKR3 
(Άτυπος χημειοκινικός υποδοχέας 3) εμπλέκεται στην αγγειοσυστολή (Bach et al., 2014). Η G-πρωτεΐνη 
GNAI1 εμπλέκεται στη ρύθμιση της δυναμικής του καρδιακού ρυθμού (Zuberi et al., 2008). Ο τελεστής 
TUBGCP3 είναι απαραίτητος για τη λειτουργία των μικροσωληνίσκων (Oakley, 1992). Οι 
μικροσωληνίσκοι, μαζί με την ακτίνη, συνθέτουν το κύριο συστατικό του κυτταροσκελετού των 
καρδιομυοκυττάρων (Sequeira et al., 2014). Δεδομένου ότι ο τελεστής TUBGCP3 είναι απαραίτητος 
στην καρδιά, προτείνεται ότι μπορεί να διαδραματίσει ένα σημαντικό ρόλο στον καρδιακό 
κυτταροσκελετό. 
Τα μόρια που συμμετέχουν στο μονοπάτι που φαίνεται στην Εικόνα 6.13Α είναι εντόνως 
εκφρασμένα στον καρδιακό ιστό κάτι το οποίο δείχνει ότι τα συγκεκριμένα γονίδια μπορεί να 
προκαλέσουν κάποια καρδιακή παθολογία, όπως οι καρδιαγγειακές παθήσεις. Το γονίδιο EDN1 
(Endothelin-1), που κωδικοποιεί τον προσδέτη ενδοθηλίνη-1, πιστεύεται ότι συμβάλλει στην 
παθογένεση της υπέρτασης, της καρδιακής ανεπάρκειας και της αθηροσκλήρωσης (Lifton et al., 2001).  
Επιπλέον, τα επίπεδα λιποπρωτεΐνης υψηλής πυκνότητας (HDL, High-Density Lipoprotein) ή HDL 
χοληστερόλης συσχετίζονται με μια αντικατάσταση K198N στο γονίδιο EDN1 (Pare et al., 2007). 
Πολυμορφισμοί στο γονίδιο EDNRA (endothelin receptor type A) που κωδικοποιεί τον υποδοχέα 
ενδοθηλίνης τύπου Α σχετίζονται με πνευμονική αρτηριακή υπέρταση. Ο υποδοχέας EDNRA, που δεν 
ενεργοποιείται από κάποιον ειδικό προσδέτη, μεταδιεγείρει το μεγαλύτερο μέρος των 
αγγειοσυσπαστικών ιδιοτήτων του προσδέτη ενδοθηλίνης-1 (Benjafield et al., 2003). Το γονίδιο 
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ADRA2C (Adrenoceptor Alpha 2C) κωδικοποιεί τον Αδρενο-υποδοχέα Άλφα 2C, ο οποίος απαιτείται 
για τη ρυθμιζόμενη απελευθέρωση των νευροδιαβιβαστών από νοραδρενεργικούς νευρώνες στην 
καρδιά. Πολυμορφισμοί στο γονίδιο ADRA2C σχετίζονται με την υπέρταση (Savva et al., 2012). Η 
αναστολή της G-πρωτεΐνης, που δεσμεύει νουκλεοτίδια της γουανίνης, κωδικοποιείται από το γονίδιο 
GNAI (Guanine nucleotide binding protein 2) και ενεργοποιείται και από τους δύο υποδοχείς,  EDNRA 
και ADRA2C. Προτείνεται ότι η GNAI εμπλέκεται στην παθογένεση της ιδιοπαθούς υπέρτασης. Έχει 
δειχθεί ότι άτομα με μονονουκλεοτιδικούς πολυμορφισμούς στο γονίδιο GNAI2 έχουν αυξημένο 
κίνδυνο να εμφανίσουν υπέρταση (Menzaghi et al., 2006). Πολυμορφισμοί στο γονίδιο που κωδικοποιεί 
τον τελεστή CSK (C-Src tyrosine kinase), C-Src κινάση της τυροσίνης, συσχετίζονται σε σημαντικό 
βαθμό με αυξημένο κίνδυνο υπέρτασης (Xi et al., 2013). Παρόλο που ο προσδέτης εμπλέκεται σε 
διαφορετικό μονοπάτι από αυτό των GPCRs, της G-πρωτεΐνης και του τελεστή, τα δύο μονοπάτια 
συνδέονται με σημαντικό τρόπο, καθώς έχει δειχθεί σε αρκετές μελέτες ότι η HDL χοληστερόλη 
συσχετίζεται θετικά με την υπέρταση (Oda and Kawai, 2011).  
Τα δεδομένα αυτά, είναι ιδιαίτερα σημαντικά, καθώς με την ανάλυση μας, δείχνουμε ότι τα 
γονίδια αυτά είναι πιθανό να εμπλέκονται και σε άλλους φαινότυπους όπως για παράδειγμα σε 
γενικότερους φαινότυπους του μεταβολικού συνδρόμου (Alberti et al., 2005), όπως LDL χοληστερίνη, 
υπερλιπιδαιμία και διαβήτη τύπου ΙΙ, και εισηγούνται στοχευμένες μελέτες εύρεσης της 
αλληλεπίδρασης γονιδίου-γονιδίου σε μελέτες γενετικής συσχέτισης (gene-gene interaction) (Manning 
et al., 2011). Το μεγάλο πρόβλημα με τις μελέτες αυτές, είναι ότι σε γονιδιωματική κλίμακα, η 
ταυτόχρονη ανάλυση όλων των ζευγαριών γονιδίων είναι και δύσκολη υπολογιστικά αλλά και επίφοβη 
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Εικόνα 6.13. (Α) Παράδειγμα μονοπατιών στα οποία όλα τα τέσσερα μόρια που εμπλέκονται στην ίδια 
κατηγορία νόσου. (Β) Παράδειγμα μονοπατιών όπου τα μόρια δεν εμπλέκονται σε ασθένειες. Συνδέτης (πράσινο 
χρώμα), GPCRs (πορτοκαλί χρώμα), G-πρωτεΐνη (ροζ χρώμα) και τελεστές (μπλε χρώμα). Το δεύτερο μονοπάτι 
δεν περιέχει συνδέτη. Τα ιστογράμματα δείχνουν την έκφραση κάθε γονιδίου που συμμετέχουν σε κάθε 
μονοπάτι. Με κίτρινο αστερίσκο απεικονίζεται ο αριθμός των φαρμάκων που αλληλεπιδρούν με κάθε γονίδιο/ 
πρωτεΐνη, με συνδεδεμένες τελείες (κόκκινο χρώμα) απεικονίζεται ο συνολικός αριθμός των PPIs στην οποία 
εμπλέκεται η αντίστοιχη πρωτεΐνη, με βέλος-κουκκίδα (μπλε) απεικονίζεται ο αριθμός γονιδίων που 
ενεργοποιούν το αντίστοιχο γονίδιο στο δίκτυο (εισερχόμενες αλληλεπιδράσεις), με κουκκίδα-βέλος (μπλε) 




6.3.6 Πρότυπα συν-έκφρασης γονιδίων (Gene co-expression patterns) 
 
Τα γονίδια των αλληλεπιδρώντων μορίων που εκφράζονται στον ίδιο ιστό ονομάζονται συν-
εκφρασμένα γονίδια (Heyer et al., 1999) και στο εξής για την καλύτερη κατανόηση θα αναφέρονται ως 
ζεύγη γονιδίων. Τα ζεύγη γονιδίων στο συνολικό δίκτυο είναι: προσδέτης-GPCR (20,6%), GPCR-G-
πρωτεΐνη (63,3%) και G-πρωτεΐνη-τελεστής (16,1%). Τα πρότυπα γονιδιακής συν-έκφρασης 
διερευνήθηκαν τόσο σε μη παθολογικές όσο και σε παθολογικές καταστάσεις. Περισσότερα από τα 
μισά ζεύγη γονιδίων (55%) είχαν συσχέτιση με μία ασθένεια (δηλαδή είτε το ένα ή και τα δύο γονίδια 
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του ζεύγους γονιδίων συσχετίζεται με μια ασθένεια). Σε 1 από τα 10 ζεύγη γονιδίων, και τα δύο γονίδια 
συσχετίζονται με μια ασθένεια. Μεταξύ αυτών, μόνο τρία ζεύγη γονιδίων βρέθηκαν να συσχετίζονται 
με την ίδια ασθένεια/κατηγορία ασθένειας: το ζεύγος γονιδίων AGT-AGTR1 (προσδέτης-υποδοχέας), 
σχετίζεται με διαταραχές που προκύπτουν από κακή νεφρική λειτουργία, το ζεύγος γονιδίων GRM7 -
GNAI3 (υποδοχέας-G-πρωτεΐνη) σχετίζεται με την κατάθλιψη, το ζεύγος LPAR1-GNA12 (υποδοχέας-
G-πρωτεΐνη) συνδέεται με ανωμαλίες στο ύψος. Το επίπεδο έκφρασης των ζευγών γονιδίων 
υπολογίστηκε από το γινόμενο των τιμών έκφρασης των αλληλεπιδρώντων γονιδίων. Αποδείχθηκε ότι 
αυτές οι τιμές ποικίλουν ανάλογα με την παρουσία ή απουσία ασθένειας, τον τύπο των 
αλληλεπιδρώντων μορίων (π.χ. προσδέτης-GPCR, κ.λπ.) και το είδος του ιστού. Με άλλα λόγια, 
υπάρχει μια αλληλεπίδραση τριών δρόμων (three-way interaction). Ειδικότερα, στο σκελετικό μυϊκό 
ιστό βρέθηκαν τα χαμηλότερα επίπεδα έκφρασης και στον υποθάλαμο βρέθηκαν τα υψηλότερα επίπεδα 
έκφρασης. Όπως ήταν αναμενόμενο, τα ζεύγη G-πρωτεΐνες-τελεστές παρουσιάζουν τα υψηλότερα 
επίπεδα έκφρασης σε σύγκριση με τα άλλα ζεύγη γονιδίων. Συνολικά, τα επίπεδα έκφρασης των ζευγών 
γονιδίων (GPCR-G πρωτεΐνη και G πρωτεΐνη-τελεστής) που συνδέονται με ασθένειες εμφανίζονται να 
είναι σταθερά υψηλότερα σε σύγκριση με εκείνα των αντίστοιχων ζευγών γονιδίων που δεν 
εμπλέκονται σε ασθένειες σε όλους τους ιστούς. Επιπλέον, υπάρχει μια θετική συσχέτιση μεταξύ των 
προτύπων γονιδίων συν-έκφρασης και των κλινικών εκδηλώσεων των ασθενειών. Για παράδειγμα, το 
ζεύγος γονιδίων AGT - AGTR1 εκφράζεται στο νεφρό συσχετίζεται με μια νεφρική νόσο. 
 
 
6.3.7 Μοντέλο εκτίμησης κινδύνου εμφάνισης  ασθένειας (Disease risk prediction model) 
 
Ένα μοντέλο λογιστικής παλινδρόμησης κατασκευάστηκε για να προβλέψει το σχετικό κίνδυνο 
ανάπτυξης μιας ασθένειας στην περίπτωση των ζευγαριών γονιδίων (συν-εκφρασμένων γονίδιων). Τα 
ζευγάρια των γονιδίων επελέγησαν για την ανάλυση, αντί των απλών γονιδίων, προκειμένου να 
αποτυπωθεί η ροή και η κατεύθυνση της πληροφορίας από το ένα επίπεδο στο άλλο (δηλαδή από τους 
προσδέτες προς τους GPCRs και ούτω καθεξής). Για το σκοπό αυτό, υπολογίστηκαν τα τυπικά 
σφάλματα, έτσι ώστε να ληφθούν υπόψη οι εξαρτήσεις που προκύπτουν από το γεγονός ότι 
προβλέπονται οι τιμές έκφρασης από 11 υγιείς ιστούς εντός του ίδιου ζεύγους γονιδίων. Στο μοντέλο 
επιπλέον αξιοποιήθηκε η πληροφορία  για τον τύπο των αλληλεπιδρώντων μορίων, τον ιστό, τη 
λογαριθμική μέση τιμή του γινομένου των τιμών έκφρασης των αλληλεπιδρώντων γονιδίων, το 
άθροισμα του αριθμού των φαρμάκων, το άθροισμα του συνολικού αριθμού των αλληλεπιδράσεων με 
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άλλες πρωτεΐνες (PPIs) και το άθροισμα των εξερχόμενων ακμών που προέρχονται από ένα κόμβο και 
των εισερχόμενων ακμών πάνω σε ένα κόμβο ανά ιστό των αλληλεπιδρώντων μορίων.  
Μέσω του μοντέλου λογιστικής παλινδρόμησης εκτιμήθηκε ότι οι αλληλεπιδράσεις μεταξύ των 
μορίων GPCRs-G πρωτεΐνες και G πρωτεΐνες-τελεστές εμφανίζουν τη μεγαλύτερη πιθανότητα 
εμφάνισης ασθενειών η οποία μάλιστα μεγαλώνει όσο αυξάνονται τα επίπεδα έκφρασης των γονιδίων, 
φτάνοντας στο 0.9 για την πιο ακραία τιμή έκφρασης (Εικόνα 6.14). Ο τύπος του ιστού στον οποίο 
εκφράζεται το ζεύγος των γονιδίων, δε φαίνεται να τροποποιεί τον κίνδυνο εμφάνισης νόσου με κάπως 
χαμηλότερες πιθανότητες να εκτιμώνται για τον υποθάλαμο. Ενδιαφέρον παρουσιάζει μια αρνητική 
συσχέτιση που εμφανίστηκε μεταξύ της πιθανότητας των αλληλεπιδρώντων μορίων προσδέτης-GPCR 
που εμπλέκονται σε μια ασθένεια και των τιμών έκφρασης σε όλους τους ιστούς (Εικόνα 6.14). 
Επιπλέον, εκτιμάται μια αύξηση 23% στην πιθανότητα ανάπτυξης μιας ασθένειας για κάθε 10 επιπλέον 
αλληλεπιδράσεις  (PPIs) για ένα δεδομένο ζεύγος γονιδίων και μείωση κατά 15% για κάθε 10 επιπλέον 
εξερχόμενες και εισερχόμενες ακμές των ζευγών γονιδίων. Τα φάρμακα που στοχεύουν στοιχεία του 
δικτύου των GPCR δεν βρέθηκε να μεταβάλλουν τις πιθανότητες εμφάνισης μιας ασθένειας. 
Αξιοσημείωτο είναι ότι το μοντέλο μας έδειξε μία πιθανότητα ανάπτυξης μιας ασθένειας μεγαλύτερη 
από 0.8 σε 34 αλληλεπιδράσεις μεταξύ των ζευγών γονίδιων που δεν έχουν βρεθεί να συσχετίζονται με 
ασθένειες μέχρι στιγμής. Η G-πρωτεΐνη GNAQ συμμετέχει σε 11 από τις περιπτώσεις αυτές, γεγονός 
που υποδηλώνει ότι ο ρόλος αυτής της πρωτεΐνης σε ασθένειες θα πρέπει να διερευνηθεί περαιτέρω. Τα 
δεδομένα αυτά, είναι ιδιαίτερα σημαντικά, καθώς έρχονται να επιβεβαιώσουν παλιότερες μελέτες οι 
οποίες έδειξαν ότι γονίδια με μεγαλύτερη έκφραση (υπό κανονικές συνθήκες), είναι αυτά τα οποία είναι 
και πιο πιθανό να εμφανίσουν πολυμορφισμούς που θα προκαλούν ασθένεια (Gorlov et al., 2009), ενώ 
επίσης, πρωτεΐνες με περισσότερες αλληλεπιδράσεις είναι πιθανό να εμπλέκονται σε ασθένεια σε 
μεγαλύτερο βαθμό από το αναμενόμενο (Jeong et al., 2001). 
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Εικόνα 6.14. Προσαρμοσμένη πρόβλεψη της πιθανότητας εμφάνισης της ασθένειας μαζί με τα 95% διαστήματα 
εμπιστοσύνης ανά ιστό για τους τρεις τύπους των ζευγών γονιδίων και του γινομένου της τιμής έκφρασης των 





Αυτή είναι η πρώτη μελέτη του δικτύου σηματοδότησης των ανθρώπινων GPCR. Αρχικά 
δημιουργήθηκε, ένα ενιαίο δίκτυο που περιλαμβάνει τις λειτουργικές σχέσεις μεταξύ των συνιστωσών 
του συστήματος σηματοδότησης των GPCR. Η ανάλυση του συνολικού δικτύου δεν επιτρέπει την 
ανίχνευση συγκεκριμένων λειτουργιών που συμβαίνουν σε συγκεκριμένους ιστούς και για το λόγο αυτό 
χρησιμοποιήθηκαν πληροφορίες σχετικά με το προφίλ έκφρασης ειδικής ανά ιστό. Έτσι 
δημιουργήθηκαν 11 επιπλέον δίκτυα ειδικά για κάθε ιστό. Το συνολικό δίκτυο και τα 11 ανά ιστό 
δίκτυα έχουν τις ίδιες τοπολογικές ιδιότητες κάτι το οποίο οδηγεί στο συμπέρασμα ότι ο τρόπος 
μετάδοσης των εξωκυτταρικών σημάτων μέσω του προσδέτη <GPCR <G-πρωτεΐνη<τελεστή είναι ίδιος. 
Τα δίκτυα αυτά είναι άνευ κλίμακας, γεγονός που υποδηλώνει ότι κυριαρχούν λίγοι κόμβοι με μεγάλο 
αριθμό αλληλεπιδράσεων. Δίκτυα άνευ κλίμακας συναντώνται συχνά στα βιολογικά συστήματα όπως 
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είναι τα δίκτυα πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων (protein-protein interactions networks) (Nacher et al., 
2009), τα μεταβολικά και τα βιοχημικά δίκτυα (Jeong et al., 2000).  
 Οι γενετικές ασθένειες εμφανίζουν παθολογικές εκδηλώσεις που συχνά περιορίζονται σε 
συγκεκριμένους ιστούς και, ως εκ τούτου, τα γονίδια τα οποία είναι υπεύθυνα για αυτές τις ασθένειες 
μπορεί να έχουν ποικίλες επιπτώσεις στους διαφορετικούς ιστούς (Guan et al., 2012; Lage et al., 2007). 
Σε αυτήν τη μελέτη, η έκφραση του γονιδίου σε ιστούς που επηρεάζονται από μια ασθένεια ήταν 
υψηλότερη σε σύγκριση με τα γονίδια σε ιστούς οι οποίοι δε σχετίζονται με κάποια ασθένεια. Αυτό 
επιβεβαιώνει προηγούμενες μελέτες που έδειξαν ότι τα γονίδια με τα υψηλότερα επίπεδα έκφρασης 
κάτω από κανονικές συνθήκες είναι αυτά τα οποία είναι πιο πιθανό να έχουν πολυμορφισμούς που 
προδιαθέτουν την εμφάνιση της ασθένειας (Gorlov et al., 2009) και ότι οι πρωτεΐνες με περισσότερους 
αλληλεπιδράσεις είναι πιο πιθανό να ενοχοποιηθούν για την εμπλοκή τους σε ασθένειες (Jeong et al., 
2001). Για την παροχή περαιτέρω υποστήριξης στην προαναφερθείσα υπόθεση, η G-πρωτεΐνη GNAI2 η 
οποία συσχετίζεται με διάφορες ασθένειες ήταν μεταξύ εκείνων με τον μεγαλύτερο αριθμό των 
αλληλεπιδράσεων. 
 Θεωρείται ότι τα περισσότερα γονίδια ασκούν τις λειτουργίες τους με τη συμμετοχή τους στο 
ίδιο σύμπλοκο (Lage et al., 2007). Ως εκ τούτου, η παρουσία των ζευγών των γονιδίων που εκφράζονται 
στον ίδιο ιστό υποδεικνύει ότι αυτά τα δύο γονίδια εμπλέκονται και στην ίδια κυτταρική διαδικασία. 
Προκειμένου να διερευνηθεί αυτή η υπόθεση, μελετήθηκαν τα προφίλ έκφρασης των ζευγών γονιδίων 
και παρατηρήθηκαν ενιαία μοτίβα έκφρασης των ζευγών γονιδίων σε όλους τους ιστούς. Για 
παράδειγμα, η έκφραση του ζεύγους G-πρωτεΐνη-τελεστής βρέθηκε να είναι υψηλότερη σε σύγκριση με 
το ζεύγος GPCR-G-πρωτεΐνη σε όλους τους ιστούς το οποίο εμφανίζει συνέπεια σε σχέση με τη 
μετάδοση του σήματος κατά μήκος του μονοπατιού σηματοδότησης των GPCR. 
 Επιπλέον,  αποδείχθηκε ότι 916 ζεύγη γονιδίων συσχετίζονται με μεγάλη ποικιλία ασθενειών ή 
κατηγορίες ασθενειών τα οποία αντιπροσωπεύουν το 55% του συνόλου των αλληλεπιδράσεων γονιδίου-
γονιδίου. Η έκφραση των γονιδίων που συσχετίζονται με ασθένειες φαίνεται να είναι σταθερά 
υψηλότερη σε σύγκριση με εκείνη των αντίστοιχων ζευγών γονίδιων που δεν εμπλέκονται σε ασθένεια 
τα οποία μπορούν να αποτελέσουν ισχυρούς προγνωστικούς παράγοντες για τον κίνδυνο ανάπτυξης 
μιας ασθένειας. Ωστόσο, αποδείχθηκε οτι τα ζεύγη γονίδιων που εκφράζονται στον υποθάλαμο δε 
μπορούν να αποτελέσουν προγνωστικούς παράγοντες για τον κίνδυνο εμφάνισης μιας ασθένειας. Αυτό 
αποδεικνύεται και βιολογικά γιατί ο υποθάλαμος εκκρίνει διαφορετικές ορμόνες που διεγείρουν ή 
αναστέλλουν την παραγωγή άλλων ορμονών μέσα στους ιστούς σε όλο το σώμα (Melmed et al., 2011). 
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 Στο σύνολό τους, τα παραπάνω ευρήματα υπογραμμίζουν τη σχέση μεταξύ γονιδίων που 
συσχετίζονται με μια ασθένεια, συν-εκφρασμένων γονιδίων και γονιδίων ειδικών ανά ιστό. Επιπλέον, το 
μοντέλο παλινδρόμησης που δημιουργήθηκε σε αυτή τη μελέτη μπορεί να χρησιμοποιηθεί για να 
προβλέψει την πιθανότητα ανάπτυξης μιας ασθένειας με ένα γρήγορο και αξιόπιστο τρόπο. Ως εκ 
τούτου, η απόκτηση λειτουργικών πληροφοριών για συγκεκριμένους ιστούς που εμφανίζουν 
συγκεκριμένες (ειδικές ανά ιστό/tissue specific) ασθένειες είναι πολύ σημαντική στον προσδιορισμό 
των βιολογικών δεικτών για τη διάγνωση, την πρόγνωση και την παρακολούθηση της ασθένειας. Τα 
ειδικά ανά ιστό δίκτυα αποκάλυψαν μοριακά μονοπάτια τα οποία συμμετέχουν στην ίδια ασθένεια ή 
κατηγορία ασθένειας κάτι το οποίο δε μπορεί να ανιχνευθεί στο συνολικό δίκτυο. Επίσης, βρέθηκαν 
λίγα μονοπάτια με εμπλεκόμενες ασθένειες σε συγκεκριμένους ιστούς. Αυτό πιθανώς να οφείλεται στο 
γεγονός ότι τα μονοπάτια μεταγωγής σήματος διασχίζουν πολλαπλούς ιστούς (Guan et al., 2012). Ένας 
περιορισμός αυτής της μελέτης ήταν η χαμηλή διαθεσιμότητα των δεδομένων γονιδιακής έκφρασης 
ειδικής ανά ιστό, καθώς είναι δυνατό μέσα σε κάθε ιστό να υπάρχουν διαφοροποιήσεις στην έκφραση 
σε κύτταρα διαφόρων τύπων. Επιπλέον, τα γονίδια που κωδικοποιούν τα υπό μελέτη μόρια 
αποκτήθηκαν από τη βάση δεδομένων Human-gpDB που περιέχει αλληλουχίες πεπτιδίων και 
πρωτεϊνών. Συνεπώς, υπάρχουν και άλλοι τύποι μορίων (όπως νευροδιαβιβαστές, ιόντα, φωτόνια, κ.λπ.) 
για τα οποία οι πληροφορίες δεν περιλήφθηκαν σε αυτήν την μελέτη. Παρ’ όλα αυτά, σε αυτή τη μελέτη 
πραγματοποιήθηκε μια πρώτη προσέγγιση βασισμένη στη δημιουργία ενός δικτύου με σκοπό τη 
διερεύνηση των σχέσεων και των αλληλεπιδράσεων μεταξύ των συνιστωσών του δικτύου 
σηματοδότησης των GPCR, τόσο σε φυσιολογικές όσο και σε παθολογικές καταστάσεις. 
Κλείνοντας πρέπει να αναφερθεί οτι η παραπάνω μελέτη έχει υποβληθεί σε διεθνές 
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Κεφάλαιο 7 
Συζήτηση και Συμπεράσματα 
 
Η παρούσα διδακτορική διατριβή ασχολήθηκε με ένα εύρος θεμάτων και ερευνητικών ερωτημάτων της 
βιοπληροφορικής, τα οποία είχαν κοινό παρονομαστή τη μεθοδολογία υπολογιστικής ανάλυσης 
βιολογικών δεδομένων και την προσπάθεια εντοπισμού των παραγόντων που εμπλέκονται στην 
αιτιολογία πολυπαραγοντικών ασθενειών. Ειδικότερα, χρησιμοποιήθηκαν δεδομένα από γονιδιακούς 
πολυμορφισμούς (SNPs) και η συσχέτισή τους με ασθένειες, δεδομένα γονιδιακής έκφρασης και ο 
τρόπος που αυτά επηρεάζουν τις ασθένειες, και τέλος, πραγματοποιήθηκε ανάλυση πολύπλοκων 
βιολογικών δικτύων που αφορούν τη μοριακή βάση ασθενειών, ενσωματώνοντας δεδομένα από 
πολλαπλές πηγές. 
 Στο Κεφάλαιο 2 της διατριβής χρησμιοποιήθηκαν μεθοδολογίες μέτα-ανάλυσης γενετικών 
δεδομένων για τη διερεύνηση της συσχέτισης γονιδιακών πολυμορφισμών με ασθένειες. Όπως 
αναφέρθηκε ήδη, η τεχνολογική εξέλιξη οδήγησε στη ραγδαία παραγωγή γενετικών δεδομένων. Για 
πολλές γενετικές συσχετίσεις υπάρχει μεγάλος αριθμός μελετών οι οποίες όμως σε πολλές περιπτώσεις 
αποκλίνουν και έτσι δεν μπορεί να εξαχθεί ένα τελικό συμπέρασμα αναφορικά με τη συσχέτιση του 
πολυμορφισμού. Για το λόγο αυτό έχει επικρατήσει η μεθοδολογία της μετα-ανάλυσης η οποία 
συνδυάζει τα αποτελέσματα των επιμέρους μελετών που ερευνούν την ίδια συσχέτιση προκειμένου να 
εξαχθεί ένα τελικό αποτέλεσμα. Στην παρούσα διατριβή πραγματοποιήθηκαν τρεις μετα-αναλύσεις 
γενετικών δεδομένων. Η πρώτη μετα-ανάλυση είχε ως στόχο τη διερεύνηση των πολυμορφισμών του 
γονιδίου CD24 με τον κίνδυνο εμφάνισης της σκλήρυνσης κατά πλάκας. Πραγματοποιήθηκε μετα-
ανάλυση σε τέσσερις πολυμορφισμούς του γονιδίου και για δυο από αυτούς βρέθηκε στατιστικά 
σημαντική συσχέτιση με την ασθένεια. Στη συνέχεια, πραγματοποιήθηκε μετα-ανάλυση των 
πολυμορφισμών του γονιδίου FZD3 με τον κίνδυνο εμφάνισης της σχιζοφρένειας. Συνολικά 
διερευνήθηκαν έξι πολυμορφισμοί. Για τους τέσσερις εκ των οποίων δεν βρέθηκε κάποια γενετική 
συσχέτιση με την ασθένεια ενώ για έναν πολυμορφισμό βρέθηκε ότι έχει προστατευτικό ρόλο για την 
εμφάνιση της νόσου. Τέλος, πραγματοποιήθηκε μια τρίτη μετα-ανάλυση με στόχο τη διερεύνηση του 
ρόλου των γενετικών πολυμορφισμών του συστήματος ρενίνης-αγγειοτενσίνης σε νεφρικές ασθένειες. 
Εξετάστηκαν δυο πολυμορφισμοί των γονιδίων AGTR1 και AGTR2 σε τέσσερις διαφορετικές 
κατηγορίες νεφρικών ασθενειών (Χρόνια Νεφρική Νόσος, Νεφρική Νόσος Τελικού Σταδίου, 
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Νεφροπάθεια IgA (IgΑΝ) και Κυστεοουρητηρική Παλινδρόμηση) και δεν βρέθηκε κάποια στατιστικά 
σημαντική συσχέτιση των πολυμορφισμών με τις προαναφερθείσες ασθένειες.  
 Στο Κεφάλαιο 3 και 4 της διατριβής χρησιμοποιήθηκαν δεδομένα γονιδιακής έκφρασης για τη 
διευρένηση του τρόπο που αυτά εμπλέκονται σε ασθένειες. Αρχικά, πραγματοποιήθηκε μια εκτενής 
ανασκόπηση των στατιστικών μεθόδων που έχουν προταθεί για τον εντοπισμό διαφορικώς 
εκφρασμένων γονιδίων από μικροσυστοιχίες DNA και στη συνέχεια υλοποιήθηκαν στο στατιστικό 
πακέτο STATA δυο στατιστικές μέθοδοι ανάλυσης δεδομένων μικροσυστοιχιών βασισμένες στον 
έλεγχο t-test. Η υλοποίηση των μεθόδων είναι διαθέσιμη στο ευρύ κοινό στην ιστοσελίδα: 
http://www.compgen.org/tools/microarrays#TOC-Methods-of-analysis. Στο Κεφάλαιο 4 
πραγματοποιήθηκε ανασκόπηση σχετικά με τη μεθοδολογία που ακολουθείται για τη μετα-ανάλυση 
δεδομένων γονιδιακής έκφρασης και υλοποιήθηκαν δυο μέθοδοι μετα-ανάλυσης βασισμένες στον 
έλεγχο t-test, ενώ προτάθηκε και μια καινούργια παραλλαγή της μεθόδου η οποία εμφανίζει μια σειρά 
από πλεονεκτήματα. Η υλοποίηση των μεθόδων είναι διαθέσιμη στο ευρύ κοινό στην ιστοσελίδα: 
http://www.compgen.org/tools/microarrays#TOC-Methods-of-meta-analysis. Επίσης προτάθηκαν και 
άλλοι πιθανοί τρόποι αντιμετώπισης παρόμοιων θεμάτων, οι οποίοι θα μπορούσαν να διερευνηθούν στο 
μέλλον. Τέλος, οι παραπάνω μέθοδοι εφαρμόστηκαν προκειμένου να βρεθούν γονίδια που εμπλέκονται 
στο έμφραγμα του μυοκαρδίου. Πραγματοποιήθηκε μετα-ανάλυση σε 31180 γονίδια από τέσσερις 
μελέτες μικροσυστοιχιών DNA προκειμένου να βρεθούν αυτά που υπερ- ή υπο-εκφράζονται στο 
έμφραγμα του μυοκαρδίου. Εντοπίστηκαν συνολικά 626 γονίδια τα οποία εμφανίζουν στατιστικώς 
σημαντικές διαφορές στην έκφραση, ενώ λίγα από αυτά θα είχαν εντοπιστεί χωρίς τη μεθοδολογία της 
μέτα-ανάλυσης. Για τα 88 από αυτά βρέθηκε ότι εμπλέκονται σε ένα εκτεταμένο δίκτυο πρωτεϊνικών 
αλληλεπιδράσεων, στο οποίο μια μεγάλη ομάδα απαρτίζεται από κυτοκίνες και υποδοχείς αυτών, μια 
άλλη ομάδα από γονίδια που σχετίζονται με τη μεταφορά RNA, ενώ γονίδια όπως της SERPIN 
βρέθηκαν να έχουν κεντρικό ρόλο. Αξίζει τέλος να σημειωθεί, ότι από τα 626 γονίδια, μόνο 7 βρέθηκαν 
από τη βιβλιογραφία να εμπλέκονται και σε γενετική προδιάθεση για την ασθένεια.  
 Στο Κεφάλαιο 5, κατασκευάστηκε ένα ενοποιημένο μοντέλο που χρησιμοποιεί δεδομένα από 
διαφορετικές πηγές προκειμένου να εξαχθεί ένα συμπέρασμα σχετικά με την εμπλοκή των γονιδίων σε 
ασθένειες. Χρησιμοποιώντας αξιόπιστα δεδομένα γενετικής συσχέτισης από διαφορετικές πηγές, 
δημιουργήθηκε ένα δίκτυο αλληλεπιδράσεων ανθρώπινων γονιδίων και ασθενειών, προκειμένου να 
διερευνηθούν οι συσχετίσεις μεταξύ των γενετικών ασθενειών του ανθρώπου και των γονιδίων που 
σχετίζονται με τις ασθένειες αυτές. Η ανάλυση αυτή έδειξε την ανάγκη ύπαρξης αξιόπιστων και 
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συνεχώς ανανεούμενων βάσεων δεδομένων, κυρίως για τις περιπτώσεις χαμηλής διεισδυτικότητας, 
ανάγκη που σήμερα είναι περισσότερο επιτακτική λόγω της διακοπής λειτουργίας της βάσης δεδομένων 
GAD. Στο ίδιο πλαίσιο, έγινε αντιληπτή και η ανάγκη τυποποίησης των ονομάτων των γονιδίων αλλά 
και αυτών των ασθενειών, καθώς διαφορετικές βάσεις δεδομένων χρησιμοποιούν διαφορετικές 
συμβάσεις. Στη συνέχεια με βάση αυτό το δίκτυο δημιουργήθηκε ένα δίκτυο γονιδίων και ένα δίκτυο 
ασθενειών με στόχο την εύρεση ασθενειών που προκαλούνται από τα ίδια γονίδια, αλλά και γονιδίων 
που εμπλέκονται στην ίδια ασθένεια. Η ανάλυση των δικτύων αυτών και η εφαρμογή της θεωρίας των 
γράφων και των πολύπλοκων συστημάτων, έδωσε αρκετά σημαντικά συμπεράσματα σχετικά με τη 
φύση των πολυπαραγοντικών ασθενειών και την εμπλοκή των γονιδίων σε αυτές. Το δίκτυο γονιδίων-
γονιδίων αποτελεί μια απεικόνιση της αρχιτεκτονικής των ασθενειών που εμφανίζονται στον άνθρωπο 
(human diseasome) και θα μπορούσε να είναι ιδιαίτερα χρήσιμο για τον εντοπισμό των γενετικών 
παραγόντων που συμβάλλουν στην αιτιολογία, στην προδιάθεση (susceptibility) και στη 
συννοσηρότητα (comorbitity) των ασθενειών. Τα αποτελέσματα αυτά μπορεί να έχουν σημαντική 
εφαρμογή στη διάγνωση, την πρόληψη και τη θεραπεία ασθενειών, καθώς και στο σχεδιασμό 
φαρμάκων. Τα φαρμακολογικά δίκτυα αποτελούν ένα απαραίτητο εργαλείο για την ανάπτυξη νέων 
θεραπευτικών στρατηγικών (Berger and Iyengar, 2009; Hopkins, 2009; Wang et al., 2012b). Μια 
λεπτομερής κατανόηση του πώς συνδέονται φαινομενικά διαφορετικές ασθένειες είναι απαραίτητη για 
την ανάπτυξη αποτελεσματικών θεραπειών. Μέχρι στιγμής, οι προσπάθειες έχουν στραφεί κυρίως προς 
την αναζήτηση θεραπευτικών ουσιών που στοχεύουν τα γονίδια που συμμετέχουν σε συγκεκριμένες 
ασθένειες. Με τον τρόπο αυτό, οι ασθένειες που συνδέονται με γονίδια με γνωστή συσχέτιση 
αντιμετωπίζονται, ενώ άλλες ασθένειες με παρόμοιες κλινικές εκδηλώσεις δεν αντιμετωπίζονται (Kuhn 
et al., 2010; Nolan, 2007). Ως εκ τούτου, δύο ή περισσότερα φαινοτυπικά ανεξάρτητες ασθένειες με την 
ίδια γενετική προέλευση θα μπορούσαν να θεραπευθούν μέσω της δράσης ενός μόνο φαρμάκου. Οι 
σημαντικές συσχετίσεις ασθενειών–ασθενειών που ανιχνεύθηκαν με κοινή γενετική βάση μπορούν να 
αποτελέσουν το θεμέλιο λίθο, στον οποίο θα στηριχθούν οι μελλοντικές προσπάθειες. Τα δεδομένα που 
προέκυψαν από την παραπάνω ανάλυση είναι δημόσια διαθέσιμα στην αντίστοιχη δημοσίευση στο 
περιοδικό Data in Brief. 
 Τέλος, στο Κεφάλαιο 6, κατασκευάστηκε και μελετήθηκε για πρώτη φορά στη βιβλιογραφία το 
δίκτυο μεταγωγής σήματος των ανθρώπινων υποδοχέων συζευγμένων με G-πρωτεΐνες (GPCRs) ώστε 
να διερευνηθεί η πιθανή συσχέτιση της δράσης των υποδοχέων αυτών με τον κίνδυνο εμφάνισης 
ασθενειών. Τα γονίδια που κωδικοποιούν τους GPCRs έχουν τεράστια φαρμακολογική σημασία, με 
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περίπου το 40% όλων των φαρμάκων που κυκλοφορούν στην αγορά να στοχεύουν αυτές τις πρωτεΐνες 
(Hopkins and Groom, 2002; Overington et al., 2006). Τα μονοπάτια μεταγωγής σήματος των GPCR 
εμπλέκονται σε μια πληθώρα ασθενειών (Dorsam and Gutkind, 2007; Thompson et al., 2014; Vischer et 
al., 2014). Ως εκ τούτου, η αποσαφήνιση των μοριακών μηχανισμών του μονοπατιού της μεταγωγής 
σήματος των GPCR καθώς και o τρόπος με τον οποίο το μονοπάτι αυτό συνδέεται με ασθένειες είναι 
υψίστης βιολογικής και φαρμακευτικής σημασίας. Η ανάλυση αυτού του δικτύου αλλά και η ενοποίηση 
διαφορετικών τύπων δεδομένων στην ανάλυση, έδωσε σημαντικές πληροφορίες για τον τρόπο δράσης 
των υποδοχέων αυτών αλλά και για τον τρόπο που αυτοί επηρεάζουν την εμφάνιση γνωστών 
ασθενειών. Για παράδειγμα. το δίκτυο βρέθηκε ότι ανήκει στην κατηγορία των δικτύων άνευ κλίμακας, 
και μάλιστα έχει τα ίδια γενικά χαρακτηριστικά ανεξαρτήτως του ιστού. Με άλλα λόγια, οι γενικές 
ιδιότητες του συστήματος μεταγωγής σήματος είναι ίδιες σε κάθε ιστό, παρόλο που συμμετέχουν κάθε 
φορά διαφορετικά γονίδια. Βρέθηκε επίσης ότι η γονιδιακή έκφραση σε ιστούς που επηρεάζονται από 
μια ασθένεια ήταν υψηλότερη σε σύγκριση με τα γονίδια σε ιστούς οι οποίοι δε σχετίζονται με κάποια 
ασθένεια. Αυτό επιβεβαιώνει προηγούμενες μελέτες που έδειξαν ότι τα γονίδια με τα υψηλότερα 
επίπεδα έκφρασης κάτω από κανονικές συνθήκες είναι αυτά τα οποία είναι πιο πιθανό να έχουν 
πολυμορφισμούς που προδιαθέτουν την εμφάνιση της ασθένειας (Gorlov et al., 2009) και ότι οι 
πρωτεΐνες με περισσότερες αλληλεπιδράσεις είναι πιο πιθανό να ενοχοποιηθούν για την εμπλοκή τους 
σε ασθένειες (Jeong et al., 2001), ενώ τα ειδικά ανά ιστό δίκτυα αποκάλυψαν μοριακά μονοπάτια τα 
οποία συμμετέχουν στην ίδια ασθένεια ή κατηγορία ασθένειας κάτι το οποίο δε μπορεί να ανιχνευθεί 
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